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Os bambus (Poaceae: Bambusoideae) são gramíneas perenes, de 
múltiplas utilidades, principalmente como produto florestal não-
madeireiro, sendo a única linhagem da família a se diversificar em hábitat 
florestal. A subfamília é composta por 120 gêneros e 1.641 espécies, 
distribuídas entre as tribos Olyreae (bambus herbáceos), Arundinarieae 
(bambus lenhosos temperados) e Bambuseae (bambus lenhosos 
tropicais), apresentando vasta distribuição mundial. A tribo Bambuseae é 
dividida em duas linhagens distintas, de origem paleo– e neotropical. O 
grupo neotropical é composto por 373 espécies distribuídas em 20 
gêneros, onde o Brasil constitui o principal centro de diversidade e 
endemismo de espécies. Apesar das múltiplas utilidades dos bambus, o 
uso comercial destas plantas não é amplamente difundido no país, 
diferentemente de países asiáticos. Recentemente, foi estabelecida uma 
nova lei no Brasil que vem estimulando o cultivo desta gramínea, 
intitulada "Política Nacional de Incentivo à Gestão Sustentável e Cultivo 
de Bambu (PNMCB)". O presente trabalho foi desenvolvido por meio do 
projeto multidisciplinar e interinstitucional denominado “Tecnologias 
para o Desenvolvimento Sustentável da Cadeia Produtiva do Bambu no 
Sul do Brasil” (CNPq/2013), que tem como objetivo identificar e superar 
gargalos científicos e tecnológicos limitantes para a cadeia produtiva de 
bambus. As espécies selecionadas para o estudo foram Guadua 
chacoensis e G. angustifolia, cujos colmos tem grande potencial de uso 
na construção civil, e Chusquea tenella, principal representante da tribo 
Bambuseae na Ilha de Santa Catarina. A história evolutiva de um 
determinado grupo taxonômico pode ser acessada pela comparação entre 
características citogenéticas, como o cariótipo e tamanho do genoma. 
Com isso, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o cariótipo das três 
espécies selecionadas através da determinação do número cromossômico 
somático (2n), número e localização de bandas heterocromáticas e de 
sítios de DNAr 5S e 45S, determinação do nível de ploidia, assim como 
a estimativa do tamanho do genoma. Ambas as espécies de Guadua 
apresentaram 2n=46, enquanto que em C. tenella foram observados 
2n=44 cromossomos, sendo este o primeiro registro para a última espécie. 
Os cariótipos das três espécies se mostraram estáveis, onde o 
bandeamento com fluorocromos revelou um par de bandas CMA+/DAPI-
, e a FISH revelou um par de sítios de cada família de DNAr, estes 
ocorrendo em cromossomos distintos. Os sítios de DNAr 45S se 
encontraram colocalizados com o par de bandas CMA+/DAPI- nas três 
espécies estudadas. A citometria de fluxo estimou o tamanho do genoma 
  
de G. chacoensis em 3,98 pg DNA/2C, G. angustifolia em 3,99 pg 
DNA/2C e de C. tenella em 4,77 pg DNA/2C, sendo o primeiro registro 
para G. chacoensis e para o gênero Chusquea. Em gramíneas, considera-
se que a variação no tamanho do genoma não esteja relacionada ao 
número cromossômico em geral, mas à porção de DNA repetitivo. As 
marcações citogenéticas empregadas revelaram que as espécies são 
paleopoliploides diploidizados. Os mecanismos putativamente 
envolvidos na evolução do cariótipo das espécies são discutidos, bem 
como a escolha das possíveis técnicas a serem empregadas para a 
confirmação da condição indicada de diploidização.   
 
 





Bamboos (Poaceae: Bambusoideae) are perennial grasses of 
multipurpose, mainly as non-timber forest product, being the only lineage 
of the family to diversify in forest habitat. The subfamily is composed of 
120 genera and 1,641 species, distributed among the tribes Olyreae 
(herbaceous bamboos), Arundinarieae (temperate woody bamboos) and 
Bambuseae (tropical woody bamboos), with a worldwide distribution. 
The tribe Bambuseae is divided in two distinct lineages, which have 
paleo- and neotropical origin. The neotropical group encompass 373 
species distributed in 20 genera, where Brazil is the main center of 
diversity and endemism of species. Despite the multiple uses of the 
bamboos, the commercial use of these plants is not widespread in this 
country, unlike in Asian countries. Recently, a new law was established 
in Brazil in order to stimulates the bamboo productive chain, entitled 
“National Policy of Encouragement to Sustainable Management and 
Cultivation of Bamboo (PNMCB)". The present work was developed 
through the multidisciplinary and interinstitutional project called 
"Technologies for the Sustainable Development of the Bamboo’s 
Productive Chain in the South Brazil" (CNPq/2013), which aims to 
identify and overcome limiting scientific and technological bottlenecks 
for the productive chain of bamboo. The selected species for the study 
were Guadua chacoensis and G. angustifolia, which culms have great 
potential of use in the civil construction, and Chusquea tenella, principal 
element of the tribe Bambuseae at Santa Catarina’s Island. The 
evolutionary history of a given taxonomic group can be accessed by 
comparing cytogenetic features such karyotype and genome size. Thus, 
the objective of this research was to characterize the karyotype of the 
three-selected species through determination of somatic chromosome 
number (2n), number and location of heterochromatic bands and 5S and 
45S rDNA sites, determination of ploidy level, as well as genome size 
estimation. Both Guadua species presented 2n = 46, while C. tenella 
showed 2n = 44 chromosomes, being the first record for this last species. 
The karyotypes of the three species were shown stable, where the 
fluorochrome banding revealed a pair of bands CMA+/DAPI-, and FISH 
revealed a pair of sites from each rDNA family, occurring on distinct 
chromosomes. The 45S rDNA sites were colocalized with the pair of 
bands CMA+/DAPI- in the three species. Flow cytometry estimated the 
genome size of G. chacoensis in 3.98 pg DNA/2C, G. angustifolia in 3.99 
pg DNA/2C and of C. tenella in 4.77 pg DNA/2C, being the first record 
for G. chacoensis and for the genus Chusquea. In grasses, it is considered 
  
that the variation in genome size is not overall related to chromosome 
number, but to the portion of repetitive DNA. The cytogenetic markers 
revealed that the species are diploidized paleopolyploids. The putative 
mechanisms involved in the karyotype evolution of the species are 
discussed, as well as the choice of possible techniques to be employed to 
confirm the indicated diploidization condition.   
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1. Introdução e Justificativa 
 
A família Poaceae Barnhart. é reconhecida mundialmente por sua 
grande importância econômica e ecológica, incluindo as principais 
culturas alimentícias como arroz, milho e trigo, além de outras 
significantes como sorgo, cana-de-açúcar, aveia e diversas gramíneas 
forrageiras (BENNETZEN, 2007). Com distribuição cosmopolita e 
ocorrência numa enorme variedade de hábitats, é uma das maiores e mais 
diversas famílias entre as Angiospermas, compreendendo mais de 11.000 
espécies (GPWG II, 2012).  
Dentre as 12 subfamílias reconhecidas para Poaceae (GPWG II, 
2012), a subfamília Bambusoideae Luerss. abrange 1.641 espécies 
distribuídas em 120 gêneros (SORENG et al., 2015), atualmente 
classificadas em bambus herbáceos (tribo Olyreae Kunth ex Spenn.), 
bambus lenhosos temperados (tribo Arundinarieae Asch. & Graebn.) e 
bambus lenhosos tropicais (tribo Bambuseae Kunth ex Dumort; 
SUNGKAEW et al., 2009; KELCHNER & BPG, 2013). Os bambus são 
reconhecidos por serem a única linhagem de gramíneas a se 
diversificarem em hábitat florestal, e por apresentarem hábito perene, 
colmos lignificados (bambus lenhosos) e rota fotossintética C3 (BPG, 
2012). Devido a sua versatilidade, os bambus lenhosos são de grande 
importância para o desenvolvimento de comunidades rurais no mundo 
todo, com utilidade na construção civil, alimentação, combustível, como 
matéria-prima para artesanatos, além de serem fundamentais para a 
manutenção dos sistemas ecológicos nos quais estão inseridos 
(BYSTRIAKOVA et al., 2004).  
Os bambus apresentam distribuição natural em todos os 
continentes, com exceção da Europa e Antártica, ocorrendo entre as 
latitudes 46ºN e 47ºS e em até 4.300 m de altitude (JUDZIEWICZ et al., 
1999). Em geral, os bambus lenhosos têm como centro de diversidade a 
Ásia e a América do Sul, sendo o Brasil o país de maior diversidade de 
gêneros e espécies nos Neotrópicos (BYSTRIAKOVA et al., 2004). Dos 
20 gêneros e das 373 espécies de bambus lenhosos reconhecidos nas 
Américas (SORENG et al., 2015), 18 gêneros e 155 espécies ocorrem no 
Brasil, dos quais 6 e 129 são considerados endêmicos, ocorrendo 
principalmente nos domínios Mata Atlântica e Amazônia (FILGUEIRAS 
& SANTOS-GONÇALVEZ, 2004; GRECO et al., 2015).  
Dentre os gêneros de bambus lenhosos neotropicais, Guadua 
Kunth e Chusquea Kunth se destacam pelo número de espécies com pela 
ampla ocorrência e notável importância ecológica e econômica. As 32 
espécies de Guadua são identificadas pelo seu grande porte (com colmos 
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atingindo até 30m de altura e 20 cm de diâmetro), alta taxa de crescimento 
e qualidade como material de construção (LONDOÑO et al., 2002; 
CLARK et al., 2015). Ainda, este gênero é componente essencial da mais 
extensa floresta natural de bambus localizada na bacia Amazônica 
(JUDZIEWICZ et al., 1999; CLARK et al., 2015).  
O gênero Chusquea, por sua vez, contribui com 40% das espécies 
de bambus lenhosos neotropicais, onde 41 das 44 espécies no Brasil são 
endêmicas (FISHER et al., 2014; Flora do Brasil, 2017c). Este é o gênero 
de bambus com a maior distribuição latitudinal (24ºN a 47ºS) e altitudinal 
(até 4.000 m), ocorrendo em florestas montanhosas, campos de altitude e 
planícies tropicais (JUDZIEWICZ & CLARK, 2007; FISHER et al., 
2014).  
Embora as propriedades e potencialidade de uso dos bambos sejam 
bastante versáteis, as Américas não expandiram a “cultura do uso do 
bambu” como países Asiáticos o fizeram. A exploração de bambus 
nativos na América do Sul se restringe ao desenvolvimento da economia 
local, como na Colômbia, Equador e Brasil. Comercialmente, as espécies 
nativas mais exploradas são G. angustifolia Kunth e G. amplexifolia J. 
Presl., assim como espécies exóticas introduzidas, como Bambusa 
vulgaris Schrad. Ex J.C. Wendl. e Phyllostachys aurea Carrière ex 
Rivière & C. Rivière (LONDOÑO, 2001; BYSTRIAKOVA et al., 2004).  
Recentemente, uso dos bambus no Brasil vem sendo estimulado 
devido à lei nº 12.484 de 08 de setembro de 2011, denominada “Política 
Nacional de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do Bambu 
(PNMCB)”. Esta lei tem por objetivo a regulamentação da produção de 
espécies nativas, proporcionando o desenvolvimento socioeconômico 
regional e da agricultura familiar. Assim sendo, o presente trabalho se 
enquadra no projeto de pesquisa multidisciplinar e interinstitucional 
intitulado “Tecnologias para o Desenvolvimento Sustentável da Cadeia 
Produtiva do Bambu no Sul do Brasil” (Chamada MCTI/Ação 
Transversal/CNPq nº 66/2013), que visa identificar e superar gargalos 
científicos e tecnológicos limitantes ao desenvolvimento sustentável da 
cadeia produtiva do bambu nesta região.  
Apesar da importância econômica e ecológica, a história evolutiva 
da família Poaceae é ainda parcialmente desconhecida (GPWG II, 2012). 
Estima-se que as gramíneas tenham se diversificado a partir de um 
ancestral comum há cerca de 70-90 milhões de anos (SALSE et al., 2008), 
e que eventos independentes de especiação resultaram numa grande 
variação no número cromossômico, nível de ploidia e tamanho do 
genoma (HILU, 2004). Em Bambusoideae, considera-se que a evolução 
das diferentes linhagens lenhosas seja consequência de eventos 
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independentes de hibridização e de duplicação total do genoma 
(TRIPLETT et al., 2014), onde sugere-se que a linhagem neotropical teria 
surgido durante o Mioceno, há cerca de 20-25 milhões de anos (RUIZ-
SANCHEZ, 2011; WU et al., 2015; ZHANG et al., 2016).   
Além da abordagem genética e molecular, a citogenética, através 
da caracterização do cariótipo e da estimativa do tamanho do genoma, é 
uma importante ferramenta para o estudo da organização e evolução do 
genoma de plantas (MALUSZYNSKA, 2002). A análise do cariótipo é 
geralmente baseada no número e morfologia de cromossomos 
metafásicos de células somáticas, e técnicas como bandeamento 
cromossômico com fluorocromos base-específicos e hibridização in situ 
são empregadas para a diferenciação do complemento cromossômico, 
assim permitindo a interpretação de rearranjos cromossômicos e 
evidenciando a história evolutiva de diferentes grupos taxonômicos 
(WEISS-SCHNEEWEISS & SCHNEEWEISS, 2013). 
Os fluorocromos mais usados em técnicas de bandeamento são o 
CMA (cromomicina A3) e DAPI (4’-6-diamino-2-fenilindol), que se 
ligam preferencialmente a regiões de heterocromatina ricas em pares de 
base GC e AT, respectivamente, formando blocos, ou bandas, ao longo 
dos cromossomos (SCHWEIZER, 1976). A hibridização in situ 
fluorescente (FISH) consiste no pareamento de uma sequência de DNA, 
marcada com molécula fluorescente para a sua detecção, à uma sequência 
complementar em preparações cromossômicas (GUERRA, 2004). A 
principal aplicação desta técnica é o mapeamento físico de genes de 
RNAr (DNAr) 5S e 45S, uma vez que estes são abundantes em seres 
eucariotos, contendo múltiplas cópias de sequências altamente 
conservadas e organizadas em tandem (LIM et al., 2001).  
O padrão de distribuição ao longo dos cromossomos de bandas 
heterocromáticas, bem como de números e sítios de famílias de DNAr, 
podem trazer evidências quanto a natureza híbrida de espécies, 
mecanismos e direcionamentos de variações cromossômicas, assim como 
os respectivos impactos na evolução do cariótipo e do genoma de plantas 
(de MORAES et al., 2007; WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2008; 
BERJANO et al., 2009; SOUZA et al., 2015). 
A citometria de fluxo é a técnica mais usada atualmente para 
estimar o tamanho do genoma, ou conteúdo de DNA nuclear, de plantas 
(DOLEŽEL et al., 2007). Esta técnica consiste na rápida quantificação de 
luz fluorescente emitida por um número representativo de núcleos 
isolados e corados com fluorocromos, e posteriormente comparado a uma 
espécie cujo genoma seja de tamanho conhecido (padrão de referência) 
(DOLEŽEL & BARTOŠ, 2005). Estimativas sobre o tamanho do genoma 
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podem ter aplicações variadas, desde taxonomia, estudos sobre evolução 
do genoma, até na escolha de organismos não-modelo para programas de 
sequenciamento (GREGORY et al., 2007).   
Em Bambusoideae, poucos são os estudos envolvendo a 
caracterização do cariótipo e estimativa do tamanho do genoma, o quais 
se baseiam principalmente no número cromossômico. Em bambus 
lenhosos, o estado poliploide baseado no número básico de cromossomos 
x=12 é o mais frequente, embora x=11 e 10 tenham sido relatados para 
algumas espécies tropicais (HILU, 2004). Em bambus temperados, o 
número tetraploide 2n=48 é o mais comum, enquanto que nas linhagens 
tropicais a variação pode ser mais ampla, ocorrendo espécies tetraploides 
e hexaplóides com 2n=40, 44, 46, 48, 72 (CLARK et al., 2015).  
Quanto ao tamanho do genoma de espécies de bambu, os estudos 
se concentram em linhagens temperadas e paleotropicais, onde a maior 
variação observada é de 1,67 a 5,61 pg DNA/2C (GIELIS et al. 1997, GUI 
et al., 2007; KUMAR et al., 2011; JIA et al., 2016; ZHOU et al.; 2016). 
Em geral, a variação do tamanho do genoma em bambus não está 
relacionada ao número cromossômico e nível de ploidia, sendo atribuída 
ao conteúdo de DNA repetitivo no genoma (MACAS et al., 2015; JIA et 
al., 2016; ZHOU et al., 2016).     
Tendo em vista o relevante potencial de uso de espécies 
neotropicais, bem como sua importante ocorrência em ambientes 
ameaçados (como os domínios Mata Atlântica e Amazônia), a 
caracterização da biodiversidade é um dos estágios iniciais para o 
desenvolvimento de programas de conservação e de uso sustentável 
destas espécies. A caracterização do cariótipo, assim como a estimativa 
do tamanho do genoma, pode superar este gargalo científico e contribuir 
para estudos sobre a evolução e complexidade do genoma de bambus 







2.1 Objetivo geral 
 
Caracterizar e comparar aspectos citogenéticos de três espécies de 
bambu nativas da América do Sul: Guadua chacoensis (Rojas) Londoño 
& P.M. Peterson, Guadua angustifolia Kunth e Chusquea tenella Nees 
(Poaceae: Bambusoideae). 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
a. Caracterizar o número e morfologia cromossômica das três 
espécies de estudo; 
b. Determinar número e localização de bandas heterocromáticas e 
de sítios de DNA ribossomal 5S e 45S nos complementos cromossômicos 
das três espécies; 
c. Determinar o nível de ploidia relativa das espécies; 
d. Estimar o conteúdo de DNA nuclear das espécies; 
e. Comparar os dados obtidos com as informações citogenéticas 
disponíveis para outras espécies da subfamília Bambusoideae. 
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3. Capítulo I – Revisão bibliográfica 
 
 
3.1 A subfamília Bambusoideae 
 
A família Poaceae é uma das maiores e mais diversas famílias entre 
as Angiospermas, com cerca de 800 gêneros e mais de 11.000 espécies 
reconhecidas (GPWG, 2001; GPWG II, 2012). Cobrindo 40% da 
superfície global, é a família mais amplamente distribuída em todo o 
mundo, ocorrendo em todos os continentes e nos mais variados hábitats 
(BREMER, 2002). As gramíneas são de grande importância econômica e 
ecológica para a humanidade, principalmente por serem os principais 
elementos da dieta humana (p.ex. arroz, milho, trigo e outros cereais) e 
animal (forrageiras), além de prestarem diversos serviços ecossistêmicos, 
como estocagem de carbono, ciclagem de nutrientes, regeneração do solo, 
entre outros (GIBSON, 2009).  
Os estudos filogenéticos mais recentes dividem as gramíneas em 
12 subfamílias. As três linhagens de gramíneas basais estão distribuídas 
nas subfamílias Anomochlooideae, Pharoideae e Puelioideae, enquanto 
que maioria das espécies está distribuída nos clados BEP (Bambusoideae, 
Ehrhartoideae e Pooideae) e PACMAD (Panicoideae, Arundinoideae, 
Chloridoideae, Micrairoideae, Aristidoideae, Danthonioideae) (GPWG, 
2001; DUVALL et al., 2007; SÁNCHEZ-KEN et al., 2007; 
BOUCHENAK-KHELLADI et al., 2008; GPWG II, 2012).  
Os bambus, pertencentes à subfamília Bambusoideae, são 
conhecidos por serem a única linhagem da família com diversificação em 
hábitat florestal (JUDZIEWICZ & CLARK, 2007; CLARK et al., 2015). 
Estas espécies são distinguidas de outras gramíneas pelo hábito perene, 
rizomas bem desenvolvidos, caules do tipo colmo (herbáceos ou 
lignificados, sólidos ou ocos), anatomia peculiar da lâmina foliar, floração 
não sazonal e rota fotossintética C3 (CLARK, 1990; BPG, 2012). Devido 
ao seu ciclo de vida distinto, importância ecológica e socioeconômica, são 
plantas de interesse na melhoria da qualidade de vida de comunidades 
rurais e indígenas em todo o mundo. 
 Os bambus são considerados importantes recursos florestais não-
madeireiros, sendo utilizados como substitutos da madeira na construção 
civil, na indústria de papel e celulose e na produção de carvão de alta 
qualidade, além de serem matéria-prima para artesanato e instrumentos 
musicais. Suas folhas e brotos são amplamente utilizados na alimentação 
humana e na medicina oriental. Por serem importantes componentes 
estruturais de ecossistemas florestais, comumente dominantes ou 
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elementos de destaque na paisagem (CLARK et al., 2015), são 
frequentemente associados a espécies de animais especializados e 
vegetais ameaçadas, e sua complexa rede de rizomas está relacionada a 
prevenção de erosão do solo e conservação do lençol freático 
(JUDZIEWICZ et al., 1999; BYSTRIAKOVA et al., 2004; DAS et al., 
2008; BPG, 2012; YEASMIN, 2015).  
A subfamília Bambusoideae compreende 1.641 espécies descritas 
em 120 gêneros (SORENG et al., 2015), distribuídas naturalmente em 
todos os continentes, exceto Europa e Antártida, ocorrendo entre latitudes 
46ºN e 47ºS e até 4.300 m acima do nível do mar (JUDZIEWICZ et al., 
1999; Figura 1.1). Estima-se que 62% das espécies são nativas da Ásia, 
enquanto que 34% das Américas e 4% da Oceania e África (HIDALGO, 
2003). 
A monofilia da subfamília é sustentada por dados morfológicos e 
moleculares, sendo considerada a presença de células braciformes 
fortemente invaginadas e assimétricas no mesófilo foliar uma 
sinapomorfia estrutural do grupo (BOUCHENAK-KHELLADI et al., 
2008; SUNGKAEW et al., 2009; BPG, 2012). Atualmente, são 
reconhecidas três tribos para Bambusoideae: tribo Olyreae (bambus 
herbáceos), tribo Arundinarieae (bambus lenhosos temperados) e tribo 
Bambuseae (bambus lenhosos tropicais; SUNGKAEW et al., 2009; 
KELCHNER & BPG, 2013).  
Os bambus herbáceos são representados por 127 espécies em 21 
gêneros (SORENG et al., 2015). São plantas típicas de sub-bosque de 
florestas tropicais, identificadas por não apresentarem folhas do colmo e 
lígulas, colmos não lignificados, ramificação vegetativa limitada, flores 
unissexuadas, floração contínua e policárpica (FILGUEIRAS & 
SANTOS-GONÇALVEZ, 2004; CLARK et al., 2015). Embora nenhuma 
sinapomorfia morfológica tenha sido identificada para a tribo Olyreae, 
sua monofilia é sustentada por dados moleculares (SUNGKAEW et al., 
2009; OLIVEIRA et al., 2014). Membros da tribo são endêmicos de 
regiões tropicais das Américas, ocorrendo principalmente em florestas 
tropicais da América Central e do Sul, com duas exceções: 
Buergersiochloa Pilg., gênero endêmico da Papua-Nova Guiné, e Olyra 
latifolia L., com populações introduzidas na África e Sri Lanka (CLARK 
et al., 2015; Figura 1.1A).  
As duas tribos de bambus lenhosos (Arundinarieae e Bambuseae) 
tem como principal centro de diversidade a Ásia, onde somente na China 
ocorrem 45% das espécies descritas (LI, 2010). As espécies lenhosas são 
caracterizadas pela presença um sistema complexo de rizomas, de colmos 
lignificados (geralmente ocos e segmentados), hábito perene, e presença 
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de folhas do colmo (folhas modificadas para proteção e sustentação de 
brotações), ramificação vegetativa complexa, presença de lígula externa 
nas lâminas foliares e floração geralmente cíclica, gregária e monocárpica 
(FILGUEIRAS & SANTOS-GONÇALVEZ, 2004; JUDZIEWICZ & 
CLARK, 2007). Os colmos lignificados dos bambus lenhosos apresentam 
qualidades particulares que trazem vantagens em relação aos recursos 
florestais típicos (árvores), como alta resistência, alta taxa de crescimento, 
ausência de crescimento secundário e de casca, entre outras (CLARK et 
al., 2015).  
A linhagem dos bambus lenhosos temperados (tribo 
Arundinarieae) compreende 621 espécies distribuídas em 31 gêneros 
(SORENG et al., 2015). As espécies apresentam características como 
rizomas leptomorfos (embora algumas espécies apresentem tipo 
paquimorfo), desenvolvimento basípeto de ramos vegetativos e cariótipo 
tetraploide com número cromossômico 2n=48 (BPG, 2012; CLARK et 
al., 2015). Com distribuição Laurasiana típica, o principal centro de 
diversidade desta tribo encontra-se na Ásia Oriental (Figura 1.1B). O 
gênero Arundinaria Michx. é o único representante nas Américas, com 3 
espécies nativas dos Estados Unidos (JUDZIEWICZ & CLARK, 2007). 
Para os bambus temperados são reconhecidas 12 linhagens distintas, as 
quais incluem gêneros de destaque, como Phyllostachys Siebold & Zucc., 
Arundinaria, Chimonobambusa Makino, Indosasa McClure, entre outros, 
envolvidos diretamente na alimentação especializada de animais (como 
pandas gigantes) e humana, através da produção comercial de brotos 
(ATTIGALA, et al., 2014; CLARK et al., 2015). 
Os bambus lenhosos tropicais e subtropicais estão distribuídos em 
893 espécies em 68 gêneros (SORENG et al., 2015) formando a tribo 
Bambuseae (SUNGKAEW et al., 2009; KELCHNER & BPG, 2013). 
Esta tribo compreende dois principais grupos geográficos, cujas espécies 
apresentam ocorrência nos paleotrópicos e neotrópicos. Ambos os grupos 
apresentam características como rizomas paquimorfos e desenvolvimento 
acrópeto de ramos vegetativos (BPG, 2012).  
O grupo paleotropical abrange 520 espécies e 48 gêneros 
(SORENG et al., 2015), com distribuição no sudeste asiático, Índia, 
Austrália, Sri Lanka, África e Madagascar (BPG, 2012; Figura 1.1C). 
Este grupo inclui 4 subtribos, onde Melocanninae é filogeneticamente 
irmã do clado formado por Bambusinae, Hickeliinae e 
Racemobambosinae (KELCHNER & BPG, 2013). Táxons de grande 
importância econômica fazem parte deste grupo, como os gêneros 
Bambusa Schreb., Dendrocalamus Nees, Hickelia A. Camus e 
Melocanna Trin. (BPG, 2012; CLARK et al., 2015).  
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Os bambus lenhosos neotropicais formam uma linhagem 
monofilética representada por 373 espécies distribuídas em 20 gêneros 
(SORENG et al., 2015). Os bambus americanos são considerados 
evolutivamente mais diversificados que os bambus asiáticos, pois 
ocorrem em hábitats e condições ambientais mais variadas 
(JUDZIEWICZ et al., 1999). Nativos das Américas, estas espécies 
apresentam distribuição geográfica a partir do México até a América 
Central e do Sul (Figura 1.1D; BPG, 2012). Este grupo está dividido em 
três subtribos: Arthrostylidiinae, Guaduinae e Chusqueinae, sendo o 
clado formado por Arthrostylidiinae e Guaduinae sustentado como irmão 
de Chusqueinae em estudos filogenéticos (BOUCHENAK-KHELLADI 




Figura 1.1. Árvore filogenética e distribuição geográfica das principais linhagens 
da subfamília Bambusoideae. (A) Tribo Olyreae; (B) Tribo Arundinarieae; (C) 
Tribo Bambuseae, paleotropicais; (D) Tribo Bambuseae, neotropicais. Adaptado 





O Brasil é o país de maior diversidade e grau de endemismo de 
espécies de bambus nas Américas (BYSTRIAKOVA et al., 2004). De 
acordo com o Projeto Flora do Brasil (2017a), há 49 gêneros e 289 
espécies nativas do Brasil, das quais 11 e 172 são endêmicas. Dentre as 
espécies herbáceas, as 93 espécies descritas correspondem a 36% das 
espécies nativas do país (GRECO, 2013). Já, dentre os 20 gêneros e 373 
espécies de bambus lenhosos neotropicais reconhecidas (SORENG et al., 
2015), 18 gêneros e 155 espécies ocorrem no Brasil, das quais 6 e 129 são 
considerados endêmicos. As mais variadas espécies ocorrem 
principalmente nos domínios da Mata Atlântica e Amazônia 
(FILGUEIRAS & SANTOS-GONÇALVEZ, 2004; BYSTRIAKOVA et 
al., 2004; GRECO et al., 2015). As espécies herbáceas mais comuns são 
Olyra latifolia e Parodiolyra micrantha (Kunth) Davidse & Zuloaga, 
enquanto que os gêneros mais comuns de espécies lenhosas são 
Merostachys Spreng e Chusquea Kunth (Flora do Brasil, 2017b, 2017c; 
GRECO et al., 2015).  
 
 
3.2 Os gêneros Guadua Kunth e Chusquea Kunth  
 
A subtribo Guaduinae dos bambus lenhosos neotropicais é 
composta por 41 espécies distribuídas em 5 gêneros: Eremocaulon 
Soderstr. & Londoño, Apoclada McClure, Olmeca Soderstr., Otatea 
(McClure & E.W. Sm.) C.E. Calderón & Soderstr. e Guadua Kunth 
(SORENG et al., 2015; CLARK et al., 2015). Esta subtribo apresenta 
distribuição geográfica do México ao Uruguai, Argentina e Bolívia, 
ocorrendo em maior abundância em elevações mais baixas (até 1.500 m 
altitude; LONDOÑO, 1996). Os representantes desta subtribo são 
distinguidos por peculiaridades foliares, como lâminas anfi-estomáticas e 
presença de papilas na face adaxial (RUIZ-SANCHEZ et al., 2008).  
O gênero Guadua é composto por 32 espécies (CLARK et al., 
2015), com ocorrência desde o México ao norte da Argentina, e que se 
dividem em dois grupos, um cujos colmos são eretos, e outro cujos 
colmos tem hábito escandente (RUIZ et al., 2004). As principais 
características das espécies são: rizomas paquimorfos (entouceirantes), 
presença de folhas do colmo triangulares e eretas, cujas margens das 
bainhas e lâminas são contínuas, colmos verdes com entrenós lisos e ocos, 
espinhosos, geralmente eretos na base a ramificados no ápice, 
apresentando uma distinta banda de tricomas brancos na linha nodal 
(LONDOÑO & PETERSON, 1992; SCHMIDT & LONGHI-WAGNER, 
2009; GRECO, 2013). 
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O gênero inclui os bambus de maior estatura e de maior 
importância econômica da América Latina, com espécies que podem 
atingir até 30 m de altura e 20 cm de diâmetro de colmo (LONDOÑO, 
1996), além de serem componentes importantes da mais extensa floresta 
natural de bambus, encontrada na bacia Amazônia (JUDZIEWICZ et al., 
1999; CLARK et al., 2015). Os colmos de Guadua são muito versáteis e 
resistentes, sendo bastante utilizados como matéria-prima para artesanato, 
móveis e utensílios cotidianos, bem como substituto da madeira na 
construção civil, principalmente por populações rurais e indígenas de 
países como Bolívia, Colômbia e Equador (HERNANDEZ & MARÍN, 
2011; GRECO, 2013). 
Guadua chacoensis (Rojas) Londoño & P.M. Peterson, 
popularmente conhecida como taquara ou taquaraçu, é uma espécie nativa 
da Argentina, Bolívia, Paraguai e Brasil (SCHMIDT & LONGHI-
WAGNER, 2009), que se desenvolve em florestas tropicais 
preferencialmente próximo à cursos d’água (Figura 1.2). Além das 
características comuns para o gênero, esta espécie é característica pela 
presença de longos prófilos basais nos complementos de ramos, 
florescimento monocárpico e colmos atingindo de 10 a 20 m de altura e 8 
a 15 cm de diâmetro (LONDOÑO & PETERSON, 1992; GRECO, 2013).  
 
 
Figura 1.2. (A) Guadua chacoensis (fonte: www.tropicalbamboo.org); (B) 
Distribuição mundial de G. chacoensis (fonte: www.tropicos.org).  
 
Guadua angustifolia Kunth apresenta propriedades mecânicas e 
físicas que a coloca entre as 20 espécies de bambu mais importantes 
comercialmente (CRUZ RÍOS, 2009). É a espécie do gênero mais 
amplamente distribuída, ocorrendo desde o México até o nordeste da 
Argentina e sudeste do Paraguai (Figura 1.3), principalmente próximo à 
rios e córregos, mas também em clareiras no dossel florestal de regiões 
de altitude de até 1.800 m (YOUNG & JUDD, 1992). Podem ser 
distinguidas de outras espécies do gênero pelas características dos 
colmos, os quais podem atingir até 30 m de altura e 20 cm de diâmetro e 
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cujos entrenós verdes se tornam amarelados quando maduros, além de 
folhas do colmo com tricomas rígidos e escuros na face abaxial (YOUNG 
& JUDD, 1992; SCHMIDT & LONGHI-WAGNER, 2009).  
Embora esta espécie seja muito semelhante a G. chacoensis, e por 
vezes podem ser confundidas, algumas características em G. angustifolia 
as diferenciam, como: florescimento policárpico e a presença de lígula 
interna nas folhas do colmo terminando antes das margens (LONDOÑO 
& PETERSON, 1992).  
  
 
Figura 1.3. (A) Guadua angustifolia (fonte: www.tropicalbamboo.org; RUIZ et 
al., 2004); (B) Distribuição mundial de G. angustifolia (fonte: 
www.tropicos.org).  
 
Chusqueinae é a linhagem monofilética de bambus lenhosos 
neotropicais formada por um único gênero, Chusquea Kunth. Dentro da 
subfamília, o gênero é considerado o mais diverso, com 169 espécies 
descritas (correspondendo à 40% das espécies lenhosas neotropicais; 
FISHER et al., 2014), bem como o de maior amplitude em relação à 
altitude (variando de 0 a 4.300 m acima do nível do mar) e à latitude (24ºN 
a 47ºS; JUDZIEWICZ & CLARK, 2007). Embora algumas espécies de 
Chusquea possam ser encontradas em campos de altitude ou planícies de 
florestas tropicais e temperadas, a maioria delas habita preferencialmente 
regiões de florestas montanhosas, tendendo a serem elementos 
dominantes na paisagem (FISHER et al., 2009). O Brasil é um dos 
principais centros de diversidade deste grupo, onde, das 44 espécies 
descritas, 41 são consideradas endêmicas (Flora do Brasil, 2017c).  
Chusquea tenella Nees, popularmente conhecida como pitinga ou 
taquari (JUDZIEWICZ et al., 1999), é comumente encontrada em sub-
bosques da Mata Atlântica brasileira, embora também ocorra no nordeste 
da Argentina e Uruguai (Figura 1.4; SCHMIDT & LONGHI-WAGNER, 
2009). Na Ilha de Santa Catarina, é uma das espécies mais bem distribuída 
da tribo Bambuseae, podendo ser encontrada em fragmentos de floresta 
ombrófila densa e restingas, e em altitude variando de 0 a 400 m, onde 
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frequentemente é associada à ambientes alterados e a matas em estádio 
médio de regeneração (GRECO, 2013). 
C. tenella é identificada pelo seu hábito apoiante, colmos sólidos 
de 2 a 6 m de altura e 0,5 a 1,5 cm de diâmetro, múltiplas brotações por 
nós, rizomas paquimorfos curtos, folhas do colmo pseudopecioladas, 
cujas bainhas apresentam-se pilosas e com manchas vináceas (estas 
também presentes nas bainhas das folhas dos ramos; SCHMIDT & 
LONGHI-WAGNER, 2009; GRECO, 2013). Na ilha de SC, podem 
ocorrer simpatricamente com populações de Colanthelia intermedia 
(McClure & L.B. Sm.) McClure (tribo Olyreae), onde muitas vezes estas 
duas são confundidas. No entanto, características como a pilosidade e as 
manchas vináceas na folha do colmo presentes em C. tenella são 
importantes para a distinção entre estas espécies (GRECO, 2013). 
 
 
Figura 1.4. (A) População natural de C. tenella em Florianópolis, SC, Brasil; 
Destaque para nó com múltiplas brotações; (B) Distribuição mundial de C. tenella 





A partir do início do século XX, com a descrição da Teoria 
Cromossômica da Herança, os cromossomos passaram a ser considerados 
a unidade básica da hereditariedade das células de organismos eucariotos 
(RAM, 2010), dando início aos estudos citogenéticos clássicos. Estudos 
citogenéticos pioneiros realizados em Zea mays L. (LONGLEY, 1927; 
McCLINTOCK, 1934), Datura L. (BLAKESLEE, 1924) e Drosophila 
Fallén (MORGAN, 1912) demonstraram que os indivíduos apresentam 
um número fixo de cromossomos, e que os genes localizados nestes são 
precisamente herdados através de mitose e meiose (SINGH, 2003). 
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Vale destacar os importantes estudos em citogenética 
desenvolvidos por B. McClintock em Zea mays, que contribuíram para o 
entendimento da estrutura (importância de regiões cromossômicas 
terminais ou telômeros) e da dinâmica do genoma (conhecimento dos 
“elementos móveis” ou elementos transponíveis) desta espécie 
(McCLINTOCK, 1929; 1932; 1938; 1941), contribuindo, assim, para o 
desenvolvimento desta ciência.  
A identificação de cromossomos individuais em núcleos meióticos 
de Zea mays através de parâmetros, como o tamanho relativo dos 
cromossomos, posição do centrômero, a razão entre braços e padrões 
diferenciais de cromatina, mostrou-se muito informativa quando aplicada 
no desenvolvimento de mapas citogenéticos pioneiros de outras espécies 
de plantas, como em Oryza sativa L. (SHASTRY et al., 1960) e em 
Lycopersicon esculentum Mill. (RICK et al., 1956). No entanto, espécies 
cujos cromossomos se apresentam de tamanhos similares demandou o 
desenvolvimento de novas técnicas citogenéticas a fim de aumentar a 
precisão das análises de seus respectivos cariótipos (FIGUEROA & 
BASS, 2010).  
Conceitualmente, a citogenética é o estudo das implicações 
genéticas da estrutura e comportamento dos cromossomos (GILL & 
FRIEBE, 1998). Esta ciência inclui o tratamento de cromossomos por 
técnicas de coloração, convencional ou diferencial, estudo da função e 
movimentação cromossômica durante a divisão celular, análise do 
cariótipo e de diversas modificações estruturais e comportamentais 
relacionadas à recombinação, transmissão e expressão de genes (SINGH, 
2003).  
Os cromossomos mitóticos, os quais são significantemente mais 
fáceis de serem obtidos em relação aos meióticos, oferecem uma 
oportunidade única de se observar o genoma nuclear em escala 
microscópica (FIGUEROA & BASS, 2010; DOBIGNY et al., 2004). A 
análise desses cromossomos, baseada no pressuposto que estes 
apresentam um padrão de condensação similar, permite o detalhamento 
individual de seus componentes, bem como a caracterização global do 
complemento cromossômico de um organismo, ou seja, o seu cariótipo 
(GUPTA, 2007). Muito embora seja considerado parte do fenótipo de 
uma planta, o cariótipo se distingue de outros aspectos fenotípicos por ser 
a organização do próprio material genético, e seu fenótipo durante a 
metáfase não depende especificamente da expressão de genes, condições 




O cariótipo é, portanto, o mais alto grau de organização do genoma 
nuclear em nível estrutural e funcional, sendo este distinto e constante 
para uma determinada espécie. Considera-se que a constância cariotípica 
dentro de uma espécie seja um pré-requisito para a correta segregação 
cromossômica e transferência de material genético para as linhagens 
celulares futuras, e as variações no cariótipo podem conferir mudanças 
evolutivas (WEISS-SCHNEEWEISS & SCHNEEWEISS, 2013). 
Portanto, a comparação entre cariótipos de diferentes táxons fornece 
informações importantes para o entendimento dos mecanismos de 
evolução das espécies, assim como de relações filogenéticas e 
sistemáticas (DOBIGNY et al., 2004; SCHUBERT, 2007; GUERRA, 
2008).     
A descrição do cariótipo se dá por diferentes características, sendo 
estas representadas graficamente através de um idiograma. A citogenética 
clássica, geralmente baseadas em técnicas de coloração convencional 
com carmim ou Giemsa, permite a detecção de variações cariotípicas 
menos delicadas, como número, tamanho e morfologia cromossômica 
(posição de constrições primárias e secundárias), e simetria do cariótipo 
(CHESTER et al., 2010). Com o advento de técnicas de coloração mais 
avançadas, incluindo diferentes técnicas de bandeamento (bandeamento-
C, bandeamento-Q, coloração diferencial com fluorocromos, etc.), e mais 
recentemente da citogenética molecular, principalmente pela hibridização 
in situ, as marcações citogenéticas não se limitam mais a características 
estruturais dos cromossomos. Com isso, tornou-se possível a 
identificação mais acurada de cromossomos homólogos, bem como a 
ocorrência de possíveis rearranjos entre eles e entre cariótipos. Ainda, o 
estudo destes parâmetros pode ser complementado com a estimativa do 
tamanho do genoma, ou conteúdo de DNA nuclear, e com dados sobre o 
comportamento cromossômico, principalmente durante a meiose 
(WEISS-SCHNEEWEISS & SCHNEEWEISS, 2013).  
 
 
3.3.1 Bandeamento cromossômico com fluorocromos: 
identificação de heterocromatina 
 
Em células de organismos eucariotos, a cromatina é constituída por 
filamentos de DNA genômico enrolados a diferentes classes de proteínas 
(histonas e não-histonas), sendo estas responsáveis pelos diferentes níveis 
de condensação (NEVES et al., 2005). Os domínios cromossômicos de 
cromatina, eucromatina e heterocromatina, foram primeiramente 
descritos por Heitz (1928), com base na diferença de níveis de 
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condensação durante o ciclo celular, apresentando características 
estruturais e funcionais distintas. A eucromatina é caracterizada por 
abrigar a maior parte dos genes estruturais e funcionais, principalmente 
de cópia única, e por manter um padrão de condensação-descondensação 
regular ao longo do ciclo celular (condensada durante a metáfase e 
descondensada na intérfase), possibilitando, assim, a transcrição gênica 
(WALLRATH, 1998). A heterocromatina caracteriza-se por se manter 
condensada, e possível de ser fortemente corada, durante todo o ciclo 
celular (RICHARDS & ELGIN, 2002).   
A heterocromatina pode ser classificada como facultativa ou 
constitutiva. A heterocromatina facultativa é formada pelo silenciamento 
de regiões eucromáticas quando estas são posicionadas nas proximidades 
de regiões heterocromáticas, especialmente através de rearranjos 
cromossômicos ou transposições de elementos do genoma (Revisado por 
EISSENBERG & ELGIN, 2000; RICHARDS & ELGIN, 2002; 
LIPPMAN et al., 2004). Este estado heterocromático é estável e herdado 
ao longo de múltiplos ciclos de divisão celular, representando um 
mecanismo epigenético básico de inativação permanente de genes, e pode 
ser variável em diferentes condições ambientais e de desenvolvimento 
(GREWAL & MOAZED, 2003; FISCHER et al., 2006). A 
heterocromatina constitutiva (HC), por outro lado, é formada por 
sequências de DNA repetitivo e por poucos (ou nenhum) genes, se 
distribuindo em blocos ao longo dos cromossomos, geralmente em 
regiões pericentroméricas, teloméricas, knobs e regiões organizadoras de 
nucléolos ou NORs (GUERRA, 2000; FISCHER et al., 2006).  
Ainda que os cromossomos de plantas sejam constituídos em sua 
maior parte por HC, esta é a sua fração menos caracterizada e, 
consequentemente, menos conhecida (BENNETZEN, 2000; LAMB et 
al., 2007). Porém, a HC tem atraído a atenção de citogeneticista, 
principalmente devido às suas propriedades gênicas e de condensação, 
bem como às suas funções não totalmente conhecidas (GUERRA, 2000). 
Nos últimos anos, diversos estudos vêm acumulando evidências de 
que as diferentes classes e padrões de distribuição de bandas de HC nos 
cromossomos teriam diferenças nas suas composições, estruturas, 
naturezas e funções a nível molecular, como em Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh. (COPENHAVER et al., 1999; McCOMBIE et al., 2000; CHAN 
et al., 2005; FRANSZ et al., 2000; 2006) e em Zea mays (ALFENITO & 
BIRCHLER, 1993; ANANIEV et al., 1998; ALLEMAN et al., 2006). A 
HC teria, então, papel importante na manutenção da estabilidade do 
genoma (segregando e inativando sequências de DNA repetitivo, o que 
impede a recombinação ilegítima), da estabilidade cromossômica 
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(desempenhando funções nos centrômeros e telômeros importantes para 
a segregação de cromossomos homólogos), além de serem fatores 
importantes na regulação da expressão e silenciamento de genes durante 
as fases de desenvolvimento e diferenciação celular (BENNETZEN, 
2000; GREWAL & MOAZED, 2003; GREWAL & JIA, 2007).  
A HC pode ser observada em cromossomos metafásicos através de 
técnicas de bandeamento, as quais revelam o número e padrões de 
distribuição de bandas ao longo dos cromossomos. A HC foi 
primeiramente observada no início dos anos 70, por meio de técnicas 
clássicas de bandeamento, como o bandeamento-C (SUMNER, 1972; 
VOSA & MARCHI, 1972), revelando grande polimorfismo nos padrões 
de distribuição de bandas entre diferentes táxons (Revisado por VOSA, 
1985; SUMNER, 1990; GUERRA, 2000). No entanto, estas técnicas não 
discriminam os diferentes tipos de HC, o que pode ser obtido através do 
bandeamento com fluorocromos base-específicos (SCHWEIZER, 1981).  
O bandeamento com fluorocromos apresenta a vantagem, em 
relação ao bandeamento-C, por ser um método mais simples e por não 
danificar a estrutura da cromatina, possibilitando, assim, que as 
preparações cromossômicas sejam sequencialmente submetidas outras 
análises, como a hibridização in situ (SOUZA et al., 2012). Através desta 
técnica, não somente os cromossomos e suas regiões podem ser 
identificadas, mas também a composição físico-química da HC 
(SUMNER, 1990; SHE et al., 2006).  
Diferentes combinações de fluorocromos podem ser empregadas 
com a finalidade de se obter padrões de bandas fluorescentes distintas, 
especialmente a dupla coloração com compostos que apresentem base-
especificidade opostas. Atualmente, os fluorocromos mais utilizados na 
citogenética de plantas são o DAPI (4’-6-diamino-2-fenilindol), que se 
liga preferencialmente a regiões ricas em pares de base adenina e timina 
(AT), e o CMA (Cromomicina A3), que tem afinidade reversa, se ligando 
preferencialmente a sequências ricas em guanina e citosina (GC; 
SCHWEIZER, 1976). 
Variações nos padrões de bandas CMA/DAPI podem trazer 
evidências quanto a natureza híbrida de espécies, quanto a evolução do 
cariótipo através de translocações e inversões, ou podem esclarecer 
relações filogenéticas entre diferentes táxons (ALMEIDA et al., 2007; de 







3.3.2 Hibridização in situ fluorescente e DNA ribossomal 
 
O desenvolvimento de técnicas de hibridização in situ de 
sequências de DNA, primeiramente descrita por Gall & Pardue (1969), 
marcou o início da era moderna da citogenética molecular. Estas técnicas 
são consideradas altamente informativas, tendo aplicação nas mais 
diversas áreas da ciência, como no mapeamento do genoma de plantas 
(JIANG & GILL, 1994), melhoramento de plantas (SZINAY et al., 2010), 
no estudo de evolução cromossômica e especiação (FRELLO & 
HESLOP-HARRISON, 2000; CHESTER et al., 2010). 
A hibridização in situ fluorescente (fluorescent in situ 
hybridization; FISH) consiste no pareamento de uma sequência isolada 
de DNA ou RNA, marcada com uma molécula fluorescente para a sua 
detecção (sonda), com uma sequência de DNA complementar 
desnaturada em preparações cromossômicas (GUERRA, 2004; JIANG & 
GILL, 2006; Figura 1.5). Embora também seja aplicada ao mapeamento 
de sequências de DNA satélite, DNA repetitivo e microssatélites, a 
aplicação mais comum da FISH é a localização de famílias de DNA 
ribossomal (DNAr) nos cromossomos, especialmente em organismos 
não-modelo (LIM et al., 2001). 
 
 
Figura 1.5. Esquema sintetizando as principais 




O DNAr contém genes que codificam para o RNA ribossomal 
(RNAr), sendo assim fundamentais para os processos de síntese de 
proteínas e para o metabolismo celular (GARCIA et al., 2012). Estas 
sequências são amplamente utilizadas para a caracterização de cariótipos, 
uma vez que possuem as seguintes características: i) são evolutivamente 
muito conservadas, o que permite que uma sequência isolada em uma 
espécie seja aplicada em outra distante; ii) são altamente polimórficas em 
relação ao número e localização no cariótipo, independentemente do 
número cromossômico; iii) são regiões de mobilidade genômica, e 
podem, assim, estar envolvidas na diferenciação de espécies, e; iv) 
abrigam marcadores moleculares altamente polimórficos (ITS e IGS do 
DNAr 45S e o espaçador não-codante do DNAr 5S), frequentemente 
utilizados em estudos filogenéticos (WEISS-SCHNEEWEISS & 
SCHNEEWEISS, 2013).   
Os genes de RNAr 18S, 5,8S e 25S, juntamente dos espaçadores 
transcritos internos (ITS1 e ITS2) e externos (ETS), e não transcritos 
(IGS), formam a unidade de transcrição do DNAr 45S (EICKBUSH & 
EICKBUSH, 2007; Figura 1.6A). Dezenas a milhares de cópias de DNAr 
45S, organizadas em tandem, estão presentes no genoma plantas, 
formando blocos heterocromáticos localizados em um ou mais sítios no 
complemento cromossômico (HESLOP-HARRISON, 2000). Quando 
ativos, os sítios de DNAr 45S dão origem ao nucléolo, formando as 
regiões organizadoras do nucléolo, ou NORs (PIKAARD, 2002).  
As NORs ativas podem ser detectadas pela presença de constrição 
secundária em cromossomos metafásicos, observada por coloração 
convencional ou de prata, ou pela presença bandas CMA+/DAPI-. No 
entanto, os sítios menores e/ou inativos somente são detectáveis através 
da FISH com sondas de DNAr 45S (BERJANO et al., 2009; WEISS-
SCHNEEWEISS & SCHNEEWEISS, 2013). Em plantas, os sítios de 
DNAr 45S ocorrem preferencialmente em regiões terminais do braço 
curto de cromossomos metafásicos (ROA & GUERRA, 2012).  
Em relação ao DNAr 45S, o DNAr 5S é mais simples, consistindo 
numa única e altamente conservada região codante e um espaçador 
intergênico não-codante (NTS; Figura 1.6B). As múltiplas unidades de 
repetição do DNAr 5S do genoma estão organizadas em tandem, porém 
não formando constrições secundárias ou blocos, e são detectadas 
exclusivamente por FISH (BERJANO et al., 2009). Os sítios de DNAr 5S 
tem ocorrência preferencial na região proximal e intersticial do braço 
curto de cromossomos de plantas (ROA & GUERRA, 2015). 
Particularmente em plantas, a FISH combinando sondas de DNAr 
5S e 45S marcadas com diferentes moléculas (como Cy3 e FITC) 
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permitiu a determinação do número e da posição dos sítios em diversas 
espécies, as quais são características consideradas únicas para um 
determinado táxon (GARCIA et al., 2012). Portanto, esta técnica, 
juntamente com o bandeamento com fluorocromos, é considerada uma 
importante ferramenta para a diferenciação entre cariótipos, e vem sendo 
amplamente empregada em diversos estudos sobre mecanismos de 
rearranjos cromossômicos e evolução de plantas (FUKUI et al., 1994; de 
MELO & GUERRA, 2003; VANZELA et al., 2003; HASTEROK et al., 
2006; PEDROSA-HARAND et al., 2006; WEISS-SCHNEEWEISS et al., 




Figura 1.6. Unidades de repetição de DNAr e suas principais regiões. (a) DNAr 
45S, e; (b) DNAr 5S (OVALLE, 2011).  
 
Os mecanismos de variação no número e localização dos sítios, 
bem como no número de cópias e composição nucleotídica das sequências 
de DNAr, são distintos para os loci de DNAr 45S e 5S dentro do genoma 
(WEISS-SCHNEEWEISS & SCHNEEWEISS, 2013). Os loci DNAr 45S 
são mais propensos a sofrerem homogeneização de suas sequências, 
processo conhecido como Evolução em Concerto, reduzindo as cargas 
mutacionais nas regiões transcritas dos conjuntos, principalmente através 
de mecanismos de conversão gênica e recombinação desigual (NEI & 
ROONEY, 2005). Em organismos híbridos ou espécies poliploides, é 
comum ocorrer o silenciamento epigenético e perda de um locus de DNAr 
45S proveniente de um dos parentais, onde somente o conjunto do outro 
44 
 
parental continua a ser expresso, processo denominado de Dominância 
Nucleolar (PIKAARD, 2000; KOVARIK et al., 2008). 
Assim como o DNAr 45S, o DNAr 5S também está sujeito a 
homogeneização de suas sequências e perda de loci, porém em diferentes 
níveis e dimensões (KRISHNAN et al., 2001; CLARKSON et al., 2005). 
No entanto, o polimorfismo de genes de RNAr 5S num mesmo indivíduo 
pode ocorrer, sendo consequência do efeito de forças opostas e 
complementares (mutação, homogeneização e seleção; CRONN et al., 
1996). Ainda, diversos estudos associam a perda de loci de ambas as 
famílias de DNAr com o processo de diploidização do genoma de 
espécies poliploides (CLARKSON et al., 2005; KOVARIK et al., 2008; 
WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2008; FIGUEREDO et al., 2016).  
 
 
3.3.3 Tamanho do genoma e Citometria de fluxo 
 
O termo “valor-C” foi cunhado por Swift (1950) referindo-se à 
constância na quantidade de DNA nuclear característica de um genótipo 
em particular. Atualmente, valor-C representa a “quantidade de DNA em 
um complemento cromossômico holoploide (ou com número 
cromossômico n) característico de um organismo, independentemente do 
seu nível de ploidia” (GREILHUBER et al., 2005). Portanto, o valor-2C 
representa a quantidade de DNA de uma célula somática (com número 
cromossômico 2n) durante a fase G1 do ciclo celular. Este valor pode ser 
expresso em picogramas (1 pg = 1x10-9 g) ou em mega pares de base 
(Mpb), onde 1 pg corresponde a 978 Mpb (DOLEŽEL et al., 2003).  
Entre as Angiospermas, a variação do tamanho do genoma (ou 
quantidade total de DNA nuclear) é especialmente grande, sendo de cerca 
de 2.400x. A espécie com o menor tamanho de genoma conhecido é a 
planta carnívora Genlisea margaretae (Lentibulariaceae), com 2C=0,13 
pg (GREILHUBER et al., 2006), enquanto que o maior é de Paris 
japonica (Melanthiaceae) com 2C=304,46 pg (PELLICER et al., 2010). 
Apesar desta importante variação, somente cerca de 2% (7.542 espécies) 
das espécies de Angiospermas tiveram o tamanho do seu genoma 
estimado. Estas informações podem ser acessadas livremente pelo banco 
de dados eletrônico “the Plant DNA C-values Database”, que compila 
informações de 8.510 espécies de plantas (BENNETT & LEITCH, 2012).  
Na tentativa de explicar a base biológica que estaria por trás desta 
grande variação, bem como seu valor adaptativo, a falta de correlação 
entre o tamanho do genoma de um organismo e a sua complexidade foi 
observada, indicando a possibilidade de o genoma ser composto por 
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elementos além de genes e sequências regulatórias (GREILHUBER et al., 
2010). Esta falta de correlação foi, então, denominada de “Paradoxo do 
valor-C” por THOMAS (1971). A existência de sequências de DNA não-
codantes e repetitivo predominantes no genoma forneceu uma possível 
resolução deste paradoxo, porém ainda pouco se sabe sobre a origem, 
funções e significado, bem como as forças que levam a variação no 
tamanho do genoma dos eucariotos (GREGORY, 2005). 
Diversos estudos sobre o significado biológico da variação no 
tamanho do genoma sugeriram que o genoma teria efeito numa ampla 
gama de caracteres fenotípicos à nível nuclear, celular e do organismo 
como um todo. O tamanho do genoma, bem como o volume nuclear, pode 
afetar o tamanho e duração do ciclo celular, o tamanho de células 
estomáticas, ciclo de vida, tamanho de sementes, entre outros (Revisado 
em BENNETT & LEITCH, 2005; KRON et al., 2007). Com isso, 
BENNETT (1971) sugeriu o conceito de nucleótipo, ou seja, as condições 
do DNA nuclear, especialmente o seu tamanho, teriam efeito no fenótipo 
de um organismo independentemente do seu conteúdo gênico 
(BENNETT & LEITCH, 2005). 
O conhecimento sobre o tamanho do genoma de organismos, além 
de nas mais diversas áreas do conhecimento biológico (p.ex. sistemática, 
evolução, melhoramento de plantas), teria aplicações práticas, como na 
escolha de espécies e projetos de sequenciamento do genoma, 
planejamento de clones para montagem de bibliotecas BAC (Bacterial 
Artificial Chromosomes) e na escolha e aplicação de marcadores 
moleculares no estudo do genoma individual e populacional, como AFLP 
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism), RFLP (Restriction 
Fragment Lenght Polymorphismo)  e microssatélites (FAY et al., 2005; 
KRON et al., 2007).   
Ao longo dos anos, diferentes métodos foram utilizados para 
estimar o conteúdo de DNA em plantas, como a densitometria de Feulgen 
e a reassociação cinética. No entanto, após o pioneiro trabalho aplicando 
citometria de fluxo em Vicia faba L. (HELLER, 1973), esta técnica se 
tornou a principal escolha por ser mais conveniente, rápida e confiável 
em relação às demais (DOLEŽEL et al., 2007). A citometria apresenta 
vantagens como a não necessidade de células em ciclo de divisão, 
facilidade e rapidez de preparação das amostras, necessidade de pequenas 
quantidades de material vegetal (método não destrutivo), e a capacidade 
de medir precisamente uma grande quantidade de células em um curto 
espaço de tempo (DOLEŽEL & BARTOŠ, 2005). 
A citometria de fluxo pode ter aplicação em diversas áreas, como 
no estudo do ciclo celular, da expressão gênica, da estrutura físico-
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química das partículas analisadas, do nível de ploidia das partículas e na 
seleção e análise de cromossomos mitóticos individuais. Porém, a 
estimativa do conteúdo de DNA nuclear é a aplicação mais importante e 
difundida desta técnica (LOUREIRO et al., 2008). 
Esta é considerada uma ferramenta de alto rendimento que detecta 
e quantifica, simultaneamente, diferentes propriedades óticas (luz difusa 
ou fluorescência) de partículas isoladas em suspensão, geralmente células 
ou núcleos marcados com moléculas fluorescentes, que se interseccionam 
a um forte feixe luminoso. Esta intersecção faz com que as partículas 
suspensas emitam sinais fluorescentes, os quais são captados por filtros, 
convertidos e amplificados a partir de um software de computador, e 
posteriormente representados na forma de histogramas de intensidade de 
fluorescência relativa (KRON et al., 2007).  
Basicamente, a estimativa do tamanho do genoma por citometria 
de fluxo envolve as seguintes etapas: i) preparação das amostras, que 
consiste no isolamento de núcleos de um tecido (geralmente folhas 
jovens) por um tampão adequado; ii) remoção dos ruídos causados por, 
p.ex., compostos fenólicos, através de uma filtragem; iii) coloração dos 
núcleos isolados por um fluorocromo (geralmente iodeto de propídio) que 
se liga quantitativamente ao DNA nuclear; e; iv) passagem da suspensão 
de núcleos por um citômetro de fluxo, cuja função é medir a quantidade 
de feixe fluorescente emitido pelo corante ligado a cada núcleo 
(PELLICER & LEITCH, 2014; Figura 1.7).  
 
 
Figura 1.7. Esquematização das principais etapas envolvidas na estimativa do 
tamanho do genoma nuclear de plantas por citometria de fluxo. Adaptado de 
PELLICER & LEITCH (2014).  
 
Uma vez que o citômetro de fluxo quantifica a fluorescência 
relativa emitida pelos núcleos corados, o conteúdo de DNA, ou tamanho 
do genoma, é estimado em relação à quantidade de fluorescência emitida 
por núcleos de um padrão de referência cujo tamanho do genoma seja 
previamente conhecido (DOLEŽEL et al., 2007). A padronização de 
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referência empregada pode ser externa ou interna, porém a última é 
considerada a mais precisa e adequada para estimar o conteúdo de DNA 
nuclear de plantas em unidades absolutas (pg). A padronização interna 
consiste na preparação da amostra onde os núcleos da planta em estudo e 
do padrão de referência são isolados, corados e analisados 
simultaneamente (DOLEŽEL, 1991).  
Deste modo, a quantidade absoluta de DNA de uma amostra é 
calculada com base nos valores médios de fluorescência relativa emitida 
por núcleos na fase G1 do ciclo celular (DOLEŽEL & BARTOŠ, 2005), 
comparando os valores médios do padrão interno de referência, segundo 
a formula:  
 





fluorescência média do pico G1 da amostra
fluorescência média do pico G1 do padrão
] x cont. de DNA (
pg
2C
) do padrão 
 
 
3.3.4 Estudos citogenéticos em Bambusoideae 
 
Diversos estudos indicam que as espécies da família Poaceae 
teriam se originado a partir de um ancestral comum diploide com número 
cromossômico somático 2n=24, e número básico x=12. Este número 
cromossômico seria derivado de um ancestral x=5 que passou por eventos 
de duplicação total do genoma seguido de rearranjos cromossômicos, 
originando um número básico ancestral x=12 (SALSE et al., 2008). No 
entanto, uma outra hipótese deve ser considerada, na qual o genoma 
ancestral das gramíneas teria número básico x=7, e que teria sofrido 
alotetraploidização originando um genoma ancestral 2n=48. Este genoma 
tetraploide derivado teria sofrido rearranjos cromossomos e, 
subsequentemente, teria sido diploidizado a um genoma 2n=24, com 
x=12 (DEVOS, 2010). 
Estudos citogenéticos em Bambusoideae são, em geral, limitados 
à contagem do número cromossômico somático, principalmente devido 
aos raros eventos de floração de espécies de bambus lenhosos 
(HUNZIKER et al., 1989). A variação no número cromossômico dentro 
da subfamília é grande, sendo de 2n=14 em Olyra fasciculata Trin. 
(HUNZIKER et al., 1982) a 2n=96 em Bambusa variostriata (W.T. Lin) 
L.C. Chia & H.L. Fung (GUANG-ZHU, 1985). Recentemente, Mathu et 
al. (2015) relataram um citótipo poliploide do gênero 
Pseudoxytenanthera Soderstr. & R.P. Ellis com 2n=192 cromossomos.  
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A maior variação do número cromossômico é encontrada dentro 
da tribo Olyreae, sendo de 2n=14 (O. fasciculata) a 2n=44 (O. latifolia), 
e onde a diploidia é o estado citológico mais frequente (SODERSTROM, 
1981). Considera-se que esta grande variação dentro do grupo dos 
bambus herbáceos seja resultado de rearranjos cromossômicos a partir de 
um cariótipo ancestral cujo número básico seria x=12, formando uma 
série descendente de x=11, 10 até 7 (HUNZIKER et al., 1982).  
A tribo Arundinarieae, reconhecida pela tetraploidia, apresenta o 
número cromossômico 2n=48, este considerado constante. Dentro da 
tribo Bambuseae, por outro lado, a variação é maior, podendo ocorrer de 
2n= (20) 40, 44, 46, 48, 70, 72 (CLARK et al., 2015). 
Em bambus lenhosos, o estado poliploide e o número básico x=12 
são as características mais frequentes (HILU, 2004). No entanto, algumas 
espécies foram relatadas como diploides, como Chusquea talamancensis 
Y. Widmer & L.G. Clark (2n=20; POHL & CLARK, 1992), Bambusa 
oldhamii Munro e B. stenostachya Hack. (2n=24; HSU, 1972).  
Em bambus lenhosos neotropicais, são observados desvios do 
padrão geral x=12, como nas espécies do gênero Chusquea, onde o 
número básico mais frequente é x=10 (DAVIDSE & POHL, 1974, 1978; 
POHL & CLARK, 1992). Ainda, Guadua capitata (Trin.) Munro, G. 
paraguayana Döll, G. chacoensis e G. angustifolia foram relatadas como 
2n=46 (GOULD & SODERSTROM, 1967; QUARÍN, 1977; CHEN et 
al., 2003), sugerindo que este complemento somático seja resultado de 
séries de disploidia a nível tetraploide.  
Portanto, considera-se que os dois grandes grupos de bambus, 
herbáceos e lenhosos, tenham seguido diferentes padrões de evolução 
cromossômica. Enquanto que os herbáceos mantiveram seu caráter 
diploide com evolução do cariótipo e reduções aneuplóides no número 
cromossômico básico até x=7, os bambus lenhosos passaram por 
frequentes eventos de poliploidização baseado em x=12 (HUNZIKER et 
al., 1982, TRIPLETT, et al., 2014). Devido aos longos intervalos entre 
florações, e consequentemente uma baixa taxa de recombinação genética 
entre as gerações, a poliploidização é considerada uma importante fonte 
de variabilidade genética em espécies de bambus lenhosos (NIRMALA 
et al., 2014). 
A poliploidia é atualmente reconhecida como uma das principais 
forças evolutivas em plantas (SOLTIS et al., 2014). Estima-se que todas 
as linhagens de Angiospermas compartilhem um evento de duplicação do 
genoma, consideradas, portanto, paleopoliploides (JIAO et al., 2011). 
Espécies poliploides podem surgir de duas maneiras: autopoliploidia 
(ocorrência de duplicação cromossômica) ou alopoliploidia (hibridização 
49 
 
entre duas espécies com complementos cromossômicos diferentes 
seguido de duplicação do genoma), sendo a última a mais importante e 
recorrente na evolução de plantas (RIESEBERG & WILLIS, 2007).   
Evidências genômicas preliminares sugerem que os bambus 
passaram por um evento de duplicação do genoma há cerca de 7-15 
milhões de anos (PENG et al., 2013). Ainda, estudos filogenéticos 
demonstram que a hibridização teria um papel importante na 
diversificação de linhagens de bambus (ZHANG et al., 2012; YANG et 
al., 2013). Mais recentemente, Triplett et al. (2014) confirmam a hipótese 
de que eventos de hibridização seguidos de duplicação total do genoma 
(alopoliploidização) teriam ocorrido independentemente nos grupos 
tropicais e temperados, precedendo os eventos de especiação.  
Assim como no número cromossômico, variações no tamanho do 
genoma são características importantes na evolução das gramíneas, sendo 
de 0,5 a 51,96 pg DNA/2C (BENNETT & LEITCH, 2012). Em 
Bambusoideae, os estudos se concentram basicamente em espécies 
temperadas e paleotropicais, e poucas representantes do grupo de bambus 
herbáceos e neotropicais foram estudadas.  
Kumar et al. (2011) estimaram o tamanho do genoma de 37 táxons 
de bambus lenhosos temperados e tropicais, não observando correlação 
entre o tamanho do genoma e o tamanho dos colmos. A mais recente e 
expressiva estimativa do tamanho do genoma em Bambusoideae foi 
realizada em 135 espécies temperadas e paleotropicais, registrando uma 
variação de 1,67 pg DNA/2C (Bambusa affinis Munro) a 5,61 pg 
DNA/2C (Pseudosasa japonica (Siebold & Zucc. ex Steud.) Makino ex 
Nakai; ZHOU et al., 2016). 
Outros estudos estimaram o tamanho do genoma de espécies de 
bambus, como Phyllostachys pubescens Mazel ex. J. Houz. (4,22 pg 
DNA/2C; GUI et al., 2007) e P. heterocycla (Carrière) S. Matsum. (4,24 
pg DNA/2C; PENG et al., 2013). Dentre as espécies do grupo neotropical 
da tribo Bambuseae, há somente o registro da estimativa do conteúdo de 
DNA nuclear de G. angustifolia (3,03 pg DNA/2C; GIELIS et al., 1997). 
A falta de dados sobre o tamanho do genoma de espécies neotropicais é 
um gargalo significativo para a caracterização da biodiversidade e de 
estudos sobre as relações evolutivas entre elas. 
De modo geral, o grupo de bambus paleotropicais (de 1,67 a 4,29 
pg DNA/2C) apresenta genoma de menor tamanho em relação aos 
temperados (de 2,03 a 5,61 pg DNA/2C; GIELIS et al., 1997; ZHOU et 
al., 2016). No entanto, não se observa uma correlação direta com o 
tamanho do genoma e o número cromossômico, uma vez que o primeiro 
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grupo apresenta número cromossômico muito maior (geralmente 2n=±2) 
em relação ao primeiro (JIA et al., 2016; ZHOU et al., 2016). 
O amplo padrão de colinearidade entre os genomas de espécies da 
família Poaceae sugere que a grande variação no conteúdo de DNA seja 
consequência do conteúdo de DNA repetitivo no genoma, principalmente 
elementos transponíveis (GAUT, 2002; DEVOS, 2010). Esta importante 
colinearidade foi observada no primeiro sequenciamento amplo de uma 
espécie de bambu, P. heterocycla, onde a comparação entre sequências 
indica que aproximadamente 85% dos genes do bambu estão alinhados 
com sequências homólogas em Oryza L. e Sorghum Moench. Ainda, 
estima-se que 59% do genoma desta espécie seja composto por elementos 
transponíveis, principalmente retrotransposons de longas repetições 
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4. Capítulo II – Cariótipo e tamanho do genoma de espécies de bambu 
neotropicais: Guadua chacoensis (Rojas) Londoño & P.M. Peterson, 
Guadua angustifolia Kunth e Chusquea tenella Nees (Poaceae)* 
 
 






A subfamília Bambusoideae (Poaceae) abrange os bambus 
herbáceos (tribo Olyreae), bambus lenhosos de linhagem temperada (tribo 
Arundinarieae) e de linhagem paleo– e neotropical (tribo Bambuseae), 
compreendendo 1.641 espécies distribuídas em 120 gêneros. Os bambus 
lenhosos são gramíneas perenes de múltiplos usos, principalmente como 
recurso florestal não-madeireiro, mão-de-obra para artesanatos e 
alimentação. O grupo neotropical da tribo Bambuseae, endêmicas das 
Américas, é composto por 20 gêneros e 373 espécies. O Brasil é o país de 
maior diversidade e grau de endemismo de espécies do grupo, ocorrendo 
especialmente nos domínios Mata Atlântica e Amazônia. O gênero 
Guadua inclui as espécies de maior estatura, como G. chacoensis e G. 
angustifolia, importantes para o desenvolvimento socioeconômico de 
povos indígenas e rurais nas Américas. O gênero Chusquea é o mais rico 
em espécies dentro do grupo, das quais C. tenella é uma das principais 
representantes da tribo Bambuseae na Ilha de Santa Catarina. Estudos 
citogenéticos em Bambusoideae são bastante insipientes, principalmente 
em relação à descrição de cariótipos e de estimativas do tamanho do 
genoma, se concentrando basicamente nas linhagens temperadas e 
paleotropicais. A comparação entre as características dos cariótipos traz 
subsídios para estudos de evolução e caracterização das espécies do 
grupo, atualmente ainda pouco estudado. O objetivo deste trabalho foi 
caracterizar e comparar aspectos citogenéticos de G. chacoensis, G. 
angustifolia e C. tenella, através do bandeamento cromossômico com 
fluorocromos CMA/DAPI, FISH com sondas de DNAr 5S e 45S, além de 
estimar o tamanho do genoma, ou conteúdo de DNA nuclear. A análise 
dos cromossomos metafásicos de G. chacoensis e G. angustifolia 
revelaram número somático 2n=46, enquanto que para C. tenella, 
primeiro registro para a espécie, foi de 2n=44. O bandeamento 
cromossômico evidenciou um par de bandas CMA+/DAPI- para cada 
espécie; assim como a FISH, que revelou um par de sítios de DNAr 5S e 
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de 45S, estando o último colocalizado com o par de bandas CMA+/DAPI-
. Os cariótipos se mostraram simétricos, devido a presença de 
cromossomos metacêntricos e submetacêntricos, e estáveis, uma vez que 
foram observados poucos polimorfismos nas marcações citogenéticas 
empregadas. Através da citometria de fluxo, o tamanho do genoma de G. 
chacoensis foi estimado em 3,98 pg DNA/2C, de G. angustifolia em 3,99 
pg DNA/2C, e de C. tenella em 4,77 pg DNA/2C, sendo este o primeiro 
registro para G. chacoensis e para o gênero Chusquea. Com base na 
estimativa de origem do grupo neotropical, números cromossômicos e 
marcações citogenéticas observadas, os cariótipos das três espécies 
analisadas podem ser considerados paleopoliploides diploidizados.  
 
 









A subfamília Bambusoideae (Poaceae), representada pelos 
bambus, compreende 120 gêneros e 1.641 espécies descritas (SORENG 
et al., 2015), apresentando distribuição natural em todos os continentes, 
exceto Europa e Antártica, entre as latitudes 46ºN e 47ºS e até 4.300 m de 
altitude (JUDZIEWICZ et al., 1999). Atualmente, os bambus estão 
divididos entre as tribos Olyreae (bambus herbáceos), Arundinarieae 
(bambus lenhosos temperados) e Bambuseae (bambus lenhosos tropicais; 
SUNGKAEW et al., 2009; KELCHNER & BPG, 2013).  
A tribo Bambuseae é dividida em dois grupos geográficos, 
compreendendo as linhagens paleotropicais e neotropicais. A linhagem 
neotropical, por sua vez, é composta por 373 espécies distribuídas em 20 
gêneros (SORENG et al., 2015). Nativo das Américas, este grupo 
apresenta ocorrência a partir do México até a América do Sul (BPG, 
2012), onde o Brasil constitui o principal centro de diversidade e 
endemismo de espécies (BYSTRIAKOVA et al., 2004).   
O gênero Guadua Kunth (subtribo Guaduinae) é composto por 32 
espécies, incluindo as de maior estatura e importância econômica dentro 
do grupo neotropical, como G. chacoensis (Rojas) Londoño & P.M. 
Peterson e G. angustifolia Kunth, cujos colmos podem atingir até 30 m 
de altura e 20 cm de diâmetro (CLARK et al., 2015). Os colmos destas 
espécies são amplamente utilizados na construção civil e como matéria-
prima para artesanatos por populações rurais e indígenas na América do 
Sul (HERNANDEZ & MARÍN, 2011; GRECO, 2013). Ainda, espécies 
deste gênero são importantes componentes estruturais da mais extensa 
floresta natural de bambus, localizada na bacia Amazônica 
(JUDZIEWICZ et al., 1999; CLARK et al., 2015). 
O gênero Chusquea Kunth (subtribo Chusqueinae) é o mais 
diverso dentro dos bambus lenhosos neotropicais, abrangendo 169 
espécies descritas. Estes bambus ocorrem principalmente em regiões 
montanhosas, também podendo ser encontrados em campos de altitude ou 
planícies tropicais (FISHER et al., 2014). O Brasil é um dos centros de 
diversidade do gênero, contando com 44 espécies, das quais 41 são 
endêmicas (Flora do Brasil, 2017). A espécie Chusquea tenella Nees é 
comumente encontrada em sub-bosques da Mata Atlântica brasileira, e é 
uma das principais representantes da tribo Bambuseae na Ilha da Santa 
Catarina, onde é frequentemente associada à ambientes alterados e em 
regeneração (GRECO, 2013).  
Estudos genômicos estimam que a subfamília Bambusoideae teria 
se divergido durante o período Eoceno, há cerca de 50 milhões de anos, e 
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que as diferentes linhagens teriam períodos de divergência distintos. A 
linhagem dos bambus lenhosos neotropicais teria surgido há cerca de 20-
25 milhões de anos, durante o Mioceno, dentre as quais a subtribo 
Chusqueinae seria a mais antiga, surgindo há cerca de 15 milhões de anos, 
e Guaduinae há cerca de 10 milhões de anos (RUIZ-SANCHEZ, 2011; 
WU et al., 2015; ZHANG et al., 2016). 
Os poucos estudos citogenéticos em Bambusoideae se concentram 
em espécies das linhagens temperadas e paleotropicais (JIA et al., 2016; 
ZHOU et al.; 2016). Apesar de as espécies neotropicais apresentarem 
grande importância econômica e ecológica, o conhecimento sobre a 
organização do cariótipo destas é bastante insipiente, baseando-se 
principalmente na determinação do número cromossômico somático (2n).  
O cariótipo é o mais alto nível de organização estrutural e funcional 
do genoma de uma espécie, sendo considerado o resultado final de forças 
que atuam ao longo da história evolutiva de um determinado grupo 
taxonômico (GUERRA, 2008). Além da determinação do número e 
morfologia cromossômica, outras técnicas citogenéticas são amplamente 
empregadas para a caracterização do cariótipo de diversas espécies de 
plantas, como o bandeamento cromossômico com fluorocromos base-
específicos (como o DAPI – 4’-6-diamino-2-fenilindol – e o CMA – 
Cromomicina A3) e a hibridização in situ fluorescente (FISH) com sondas 
de DNA ribossomal 45S e 5S (WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2008; 
BERJANO et al., 2009; KOLANO et al., 2013). Portanto, a interpretação 
das variações nos padrões de distribuição de bandas heterocromáticas ou 
de sítios de DNAr, feita através da comparação entre cariótipos, pode 
resolver questões taxonômicas, relações filogenéticas e de mecanismos 
de especiação e evolução de plantas (DOBIGNY et al., 2004; 
SCHUBERT, 2007; GUERRA, 2008). 
Assim como a caracterização do cariótipo, o tamanho do genoma 
de espécies de bambu neotropicais é muito pouco estudado. O tamanho 
do genoma é considerado um fator determinante na seleção de organismos 
adequados para o sequenciamento, no planejamento de clones para 
bibliotecas BAC (Bacterial Artifical Chromosomes), seleção de 
marcadores moleculares como AFLP (Amplified Fragment Lenght 
Polymorphism), RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphismo) e 
microssatélites, amplamente empregados no estudo do genoma em escala 
individual e populacional, como diversidade e variabilidade genética, 
estrutura populacional, melhoramento e fidelidade genética de plantas 
regeneradas in vitro (FAY et al., 2005; KRON et al., 2007; LEITCH & 
BENNETT, 2007; NIRMALA et al., 2014). Atualmente, a citometria de 
fluxo é técnica mais utilizada na estimativa do conteúdo de DNA nuclear, 
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ou tamanho do genoma, de espécies de plantas, uma vez que analisa um 
grande número de núcleos isolados em um curto espaço de tempo 
(DOLEŽEL et al., 2007). 
Neste trabalho, foram usadas as técnicas citogenéticas de 
bandeamento com fluorocromos CMA/DAPI e FISH com sondas de 
DNAr 5S e 45S, assim como a citometria de fluxo, com o objetivo de 
determinar o número cromossômico somático, caracterizar o cariótipo e 
estimar o tamanho do genoma de três espécies de bambu neotropicais, 







4.2 Material e métodos 
 
4.2.1 Material vegetal 
 
Três espécies de bambu neotropicais foram analisadas: Guadua 
chacoensis (Rojas) Londoño & Peterson, Guadua angustifolia Kunth e 
Chusquea tenella Ness (Poaceae). Os indivíduos de C. tenella foram 
coletados numa população natural na localidade “Ponta do Goulart” em 
Florianópolis, SC, Brasil (27º33’41’’S; 48º31’20’’O), enquanto que os de 
G. chacoensis e G. angustifolia foram coletados da coleção de espécies 
de bambu da Fazenda Experimental da Ressacada da Universidade 
Federal de Santa Catarina (27º41’06’’S; 48º32’38’’O).  
Mudas das três espécies foram mantidas em vasos de 5 L em 
substrato orgânico, e acondicionadas em casa de vegetação no Centro de 




4.2.2 Caracterização citogenética  
 
4.2.2.1 Preparação cromossômica 
 
Após o pré-tratamento com 8-HQ (2 Mm) por 24 horas a 10ºC, as 
pontas de raízes foram fixadas em solução etanol:ácido acético (3:1, v/v) 
por 2 a 24 horas em temperatura ambiente e, em seguida, armazenadas 
em freezer a -20ºC. Os meristemas radiculares foram submetidos a 
digestão enzimática em 10 µL de solução contendo celulase 2% 
(Onozuka) e pectinase 20% (Sigma) durante 1 hora a 37ºC. 
Posteriormente, estes foram macerados em uma gota de ácido acético 
45% (GUERRA & SOUZA, 2002), e a lamínula retirada após 
congelamento em nitrogênio líquido.  
As lâminas que apresentaram as melhores metáfases foram 
selecionadas após a coloração com 10 µL de solução de DAPI (2 
µg/ml):glicerol (1:1, v/v), e em seguida descoradas em solução 
etanol:ácido acético (3:1, v/v) por 30 minutos, e em etanol absoluto por 1 







4.2.2.2 Bandeamento cromossômico com CMA/DAPI  
 
A dupla coloração com fluorocromos CMA/DAPI foi realizada de 
acordo com o protocolo descrito por Barros e Silva & Guerra (2010). As 
lâminas selecionadas para cada espécie foram coradas com 10 µL de 
CMA (0,5 mg/ml) por 1 hora, lavadas com água destilada, secas ao ar, e 
novamente coradas com 10 µL de DAPI (2 µg/ml) por 30 minutos, 
mantendo-as em câmara úmida e escura. Após a retirada do excesso de 
DAPI, as lâminas foram montadas em tampão Glicerol:McIlvaine pH 7,0 
(1:1, v/v) contendo MgCl2 2,5 mM, e novamente envelhecidas por mais 
3 dias ao abrigo da luz. 
As células foram observadas em microscópio de epifluorescência 
Leica DMLB, e as imagens capturadas através de câmera de vídeo Cohu 
CCD acoplada ao software Leica QFISH. Posteriormente, as imagens 
foram editadas em brilho e contraste pelo software Adobe Photoshop CS3 
versão 10.0. 
 
4.2.2.3 Hibridização in situ fluorescente (FISH) 
 
Para cara espécie, as laminas selecionadas foram descoradas em 
etanol:ácido acético (3:1, v/v) por 30 minutos, e após em etanol absoluto 
por 1 hora, ambas as etapas a temperatura ambiente. Em seguida, as 
laminas foram pré-tratadas com RNAse (20 mg) e pepsina, pós-fixadas 
com paraformaldeído 4%, desidratadas em série alcoólica e secas ao ar, 
conforme Pedrosa et al. (2001).  
A fim de localizar os sítios de DNAr 5S, um clone de 500 pb (D2) 
proveniente de Lotus japonicus (PEDROSA et al., 2002) marcado com 
Cy3-dUTP (Amersham) foi utilizado como sonda. Enquanto que, para a 
localização dos sítios de DNAr 45S, foi utilizado como sonda um 
fragmento de 6,5 kb (R2) de DNAr 18S-5,8S-25S de Arabidopsis thaliana 
(WANZENBÖCK et al., 1997) marcado com digoxigenina-dUTP 
(Roche). Ambas as sondas foram marcadas por nick translation.  
A FISH foi realizada conforme Pedrosa et al. (2002), com 
pequenas modificações. A mistura de hibridização foi composta de 50% 
de formamida (v/v), 10% de dextrano sulfato (p/v), 2xSSC e 5 ng/µl de 
cada uma das sondas. Tanto os cromossomos quanto as sondas foram 
desnaturados a 75ºC por 5 minutos, e em seguida hibridizados a 37ºC por 
até 48 horas em câmara úmida. Os banhos pós-hibridização foram 
realizados em 0,1xSSC a 42ºC, e o nível de estringência final da 
hibridização foi de aproximadamente 76%. A sonda de DNAr 45S foi 
detectada usando anticorpo primário anti-digoxigenina produzido em 
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ovelha conjugado com FITC (Roche), e amplificada pelo anticorpo 
secundário contra anti-digoxigenina de ovelha produzido em asno 
conjugado com FITC (Vector), em BSA 3% (p/v). Para cada etapa de 
detecção, as lâminas foram mantidas por 1 hora a 37ºC em câmara úmida. 
As lâminas foram contra-coradas e montadas em solução de DAPI (2 
µg/ml):Vectashield (Vector; 1:1, v/v).  
As imagens das melhores células foram observadas, capturadas e 
editadas conforme descrito anteriormente para bandeamento 
cromossômico com CMA/DAPI.  
 
4.2.2.4 Medições cromossômicas e Idiogramas 
 
Para cada espécie estudada, no mínimo 5 metáfases completas e 
com visível morfologia cromossômica foram analisadas. Através do 
software Adobe Photoshop CS3 versão 10.0, foi realizada a contagem do 
número cromossômico somático (2n), medição do braço curto (bc) e 
longo (bl) de cada cromossomo, tamanho total (T) de cada cromossomo, 
razão entre braços (RB=bl/bc), além do tamanho e posição de blocos 
heterocromáticos (CMA/DAPI) e dos sítios de DNAr 5S e 45S.  
O valor médio de RB de cada par cromossômico foi usado para 
classificá-los em relação a posição do centrômero, ou seja, como 
metacêntrico (M; RB < 1,5), submetacêntrico (SM; 1,5 ≤ RB < 3) ou 
acrocêntrico (A; RB ≥ 3), de acordo com Guerra (1986).  
Os idiogramas representando os complementos haploides de cada 
espécie analisada foram montados usando o software Corel Draw versão 
X6, ordenando os cromossomos de maior para o de menor tamanho.  
 
 
4.2.3 Estimativa do tamanho do genoma  
 
4.2.3.1 Citometria de fluxo 
 
O tamanho do genoma das três espécies foi estimado através da 
citometria de fluxo, conforme protocolo descrito por Doležel et al. (2007). 
Seguindo o modelo de padronização interna (DOLEŽEL, 1991), os 
núcleos das amostras e do padrão de referência foram isolados, corados e 
analisados simultaneamente. O padrão interno de referência usado foi 
Glycine max var. Polanka, cujo tamanho do genoma é estimado em 2,5 
pg DNA/2C ou 1206 Mpb (DOLEŽEL et al., 1994). 
O isolamento e suspensão dos núcleos foi realizado segundo a 
metodologia proposta por Galbraith et al. (1983). Fragmentos de folhas 
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frescas (cerca de 30 mg) foram maceradas juntamente com fragmentos de 
folhas de G. max, com o auxílio de uma lâmina, em placas de petri 
adicionando-se 1,5 ml de tampão de extração de núcleos WPB (Woody 
Plant Buffer; LOUREIRO et al., 2007). Em seguida, a suspensão foi 
filtrada em malha de nylon de 20 nm, corada com 20 µl de iodeto de 
propídio (1 mg/ml), e lida em citômetro de fluxo PARTEC CyFlow 
equipado com laser de luz verde de 488 nm. Para cada espécie, foram 
analisados três indivíduos diferentes em triplicatas, onde 10.000 núcleos 
foram medidos em cada leitura.  
Os histogramas de intensidade de fluorescência relativa obtidos 
foram analisados quanto às médias, áreas e coeficientes de variação 
através do software FlowMax versão 2.4 (Partec). O conteúdo absoluto 
de DNA nuclear (pg), ou o tamanho do genoma, (onde 1 pg DNA/2C é 
equivalente a 978 Mpb; DOLEŽEL et al., 2003) foi estimado com base 
na fluorescência média emitida pelos núcleos em fase G1 do ciclo celular, 
de acordo com a equação (DOLEŽEL & BARTOŠ, 2005):   
 
 





fluorescência média do pico G1 da amostra
fluorescência média do pico G1 do padrão
] x conteúdo de DNA (
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4.3.1 Caracterização citogenética 
 
As espécies de bambus lenhosos neotropicais analisadas 
apresentaram os seguintes números cromossômicos somáticos: 2n=46 
para Guadua chacoensis (Figura 2.1) e para G. angustifolia (Figura 2.2), 
e 2n=44 para Chusquea tenella (Figura 2.3).  
O bandeamento cromossômico com CMA/DAPI e a FISH 
sequencial com sondas de DNAr 5S e 45S revelaram um padrão 
cariotípico notadamente estável nos complementos cromossômicos das 
três espécies analisadas. Somente um par de bandas CMA+/DAPI- foi 
observado, este localizado na região terminal do braço longo do par I de 
G. chacoensis (Figura 2.1a) e de G. angustifolia (Figura 2.2a), e do braço 
curto do par VI de C. tenella (Figura 2.3a). Uma das bandas CMA+/DAPI- 
do par de C. tenella se mostrou frequentemente com sinal mais fraco. Não 
foram observadas bandas CMA-/DAPI+ nos complementos 
cromossômicos das espécies analisadas. 
A FISH com sondas de DNAr 5S e 45S identificou somente um 
par de sítios para cada família de DNAr, estes ocorrendo em 
cromossomos distintos. Nas três espécies, o par de sítios de DNAr 45S se 
encontra colocalizado com o par de bandas CMA+/DAPI-. O par de sítios 
de DNAr 5S se localiza na região intersticial do braço longo do par VI de 
G. chacoensis (Figura 2.1b) e do par X de G. angustifolia (Figura 2.2b), 
e no braço curto do par X de C. tenella (Figura 2.3b). 
Assim como o padrão de bandas heterocromáticas e número de 
sítios de DNAr, a morfologia cromossômica das três espécies se 
apresentou bastante similar. Os complementos são formados por 
cromossomos submetacêntricos (SM) e metacêntricos (M), 
caracterizando um cariótipo simétrico (PASZKO, 2006). Dentre os 23 
pares cromossômicos observados para G. chacoensis e G. angustifolia, 
foram observados 14 SM + 9M e 12 SM + 11 M, respectivamente. Já 
dentre os 22 pares cromossômicos de C. tenella, foram observados 9 SM 
+ 13 M.  
Quanto ao tamanho total dos cromossomos, as espécies de Guadua 
apresentaram cromossomos maiores em relação à C. tenella, variando de 
7,82 a 2,21 µm em G. chacoensis e de 7,63 a 2,00 µm em G. angustifolia. 
Em C. tenella, a variação observada foi de 4,41 a 1,98 µm.  
Os cromossomos das três espécies foram pareados dois a dois de 
acordo com as marcações citogenéticas, tamanho e localização do 
79 
 
centrômero, e posteriormente organizados na forma de cariogramas 
(Figuras 2.1c, 2.2c e 2.3c). A morfologia cromossômica, assim como 
tamanho, razão entre braços e os padrões de distribuição de bandas 
heterocromáticas e de sítios de DNAr 5S e 45S estão sintetizados em 




Figura 2.1. Caracterização do cariótipo de Guadua chacoensis após 
bandeamento cromossômico e FISH com sondas de DNAr 5S e 45S em 
cromossomos metafásicos. (a) Distribuição de bandas heterocromáticas 
CMA+/DAPI- (amarelo); (b) Localização de sítios de DNAr 5S (vermelho) e 45S 
(verde) na mesma célula; (c) Cariograma proposto para os 23 pares 
cromossômicos; (d) Idiograma do complemento haploide, mostrando bandas 
CMA+/DAPI- (amarelo) e sítios de DNAr 5S (vermelho), onde OC: ordem 
cromossômica, T: tamanho total dos cromossomos (µm), AR: razão entre braços 





Figura 2.2. Caracterização do cariótipo de Guadua angustifolia após 
bandeamento cromossômico e FISH com sondas de DNAr 5S e 45S em 
cromossomos metafásicos. (a) Distribuição de bandas heterocromáticas 
CMA+/DAPI- (amarelo); (b) Localização de sítios de DNAr 5S (vermelho) e 45S 
(verde) na mesma célula. Cabeça da seta indica possível sinal inespecífico; (c) 
Cariograma proposto para os 23 pares cromossômicos; (d) Idiograma do 
complemento haploide, mostrando bandas CMA+/DAPI- (amarelo) e sítios de 
DNAr 5S (vermelho), onde OC: ordem cromossômica, T: tamanho total dos 
cromossomos (µm), AR: razão entre braços (“arm ratio”). As barras em (b) e (c) 





Figura 2.3. Caracterização do cariótipo de Chusquea tenella após bandeamento 
cromossômico e FISH com sondas de DNAr 5S e 45S em cromossomos 
metafásicos. (a) Distribuição de bandas heterocromáticas CMA+/DAPI- 
(amarelo). Cabeça da seta indicando banda CMA+/DAPI- de sinal mais fraco; (b) 
Localização de sítios de DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) na mesma célula; (c) 
Cariograma proposto para os 22 pares cromossômicos; (d) Idiograma do 
complemento haploide, mostrando bandas CMA+/DAPI- (amarelo) e sítios de 
DNAr 5S (vermelho), onde OC: ordem cromossômica, T: tamanho total dos 
cromossomos (µm), AR: razão entre braços (“arm ratio”). As barras em (b) e (c) 




4.3.2 Estimativa do tamanho do genoma 
 
O tamanho do genoma, ou conteúdo de DNA nuclear, de Guadua 
chacoensis, G. angustifolia e Chusquea tenella foi estimado através da 
técnica de citometria de fluxo, utilizando Glycine max var. Polanka (2,5 
pg DNA/2C) como padrão interno de referência. Os histogramas de 
intensidade de fluorescência relativa apresentaram boa resolução para as 
três espécies analisadas, com os coeficientes de variação (CV) das médias 
dos picos G1, tanto para as espécies de bambu quanto para o padrão 
interno de referência, inferiores à 5% (Figura 2.4).  
 
 
Figura 2.4. Histogramas de intensidade de fluorescência relativa obtidos a partir 
da análise por citometria de fluxo de núcleos isolados e corados com iodeto de 
propídio de (A) G. angustifolia; (B) G. chacoensis, e; (C) C. tenella. O padrão 
interno de referência utilizado foi G. max.  
 
 
O tamanho do genoma estimado para C. tenella (4,77 ± 0,051 pg 
DNA/2C) foi ligeiramente maior ao valor estimado para G. chacoensis 
(3,98 ± 0,063 pg DNA/2C) e G. angustifolia (3,99 ± 0,066 pg DNA/2C), 
cujos valores foram muito similares (Tabela 2.1).  
 
 
Tabela 2.1. Tamanho do genoma de G. chacoensis, G. angustifolia e C. tenella 
estimado por citometria de fluxo. 
Espécie 







G. chacoensis 3,98 ± 0,063* 3896 ± 62,16 2n=46 
G. angustifolia 3,99 ± 0,066 3902 ± 65,25 2n=46 
C. tenella 4,77 ± 0,051 4665 ± 49,02 2n=44 






4.4.1 Caracterização citogenética 
 
Os números cromossômicos observados para G. chacoensis e G. 
angustifolia (2n=46) estão de acordo com registros prévios para estas 
espécies (QUARÍN, 1977; CHEN et al., 2003; VALENCIA et al.; 2012). 
Outras espécies do gênero Guadua tiveram seus números cromossômicos 
estimados em 2n=46, como G. paraguayana Döll (QUARÍN, 1977) e G. 
capitata (Trin.) Munro (GOULD & SODERSTROM, 1967), e em 2n=48 
como G. macclurei R. W. Pohl & Davidse (DAVIDSE & POHL, 1992). 
O número básico mais frequente para o gênero é x=12, sugerindo que 
2n=46 seria resultado de séries de disploidia a nível tetraploide.  
O número cromossômico somático 2n=44 observado em C. tenella 
é o primeiro registro para a espécie. Embora este mesmo número tenha 
sido observado em C. oxylepsis (Hack.) Ekman (HUNZIKER et al., 
1989), a maioria das espécies do gênero possuem complementos 
cromossômicos de 2n=40, como C. lehmannii Pilg., C. subtessellata 
Hitchc. (POHL & DAVIDSE, 1971), C. scandens Kunth (DAVIDSE & 
POHL, 1972), C. tessellata Munro (DAVIDSE & POHL, 1978), C. 
bambusoides (Raddi.) Hack (HUNZIKER et al., 1982), C. capituliflora 
Trin. (POHL & CLARK, 1992). Portanto, as espécies do gênero 
Chusquea seriam consideradas tetraploides baseadas no número básico 
x=10 e 11 (CLARK et al., 1989).  
Os cariótipos analisados são considerados simétricos, devido a 
predominância de cromossomos SM e M (PASZKO, 2006), e 
relativamente estáveis devido a observação de poucos polimorfismos 
entre eles, isto é, do mesmo número de bandas heterocromáticas e de 
sítios de DNAr 5S e 45S (GUERRA, 1988). As sutis diferenças 
observadas entre os cariótipos das espécies analisadas estão relacionadas 
a localização destes marcadores citogenéticos nos complementos 
cromossômicos.  
Em ambas as espécies de Guadua, o par de bandas CMA+/DAPI- e 
de sítios de DNAr 45S ocorrem no braço longo do par I (Figura 2.1a, b, 
para G. chacoensis; Figura 2.2a, b, para G. angustifolia). O par de bandas 
CMA+/DAPI- e de sítios de DNAr 45S de C. tenella, por outro lado, são 
localizados no braço curto do par IV (Figura 2.3a, b). A variação na 
localização destas marcações em relação as espécies de Guadua pode ser 
resultante de modificações estruturais nos cromossomos que ocorrem ao 
longo da evolução dos cariótipos, as quais envolvem inversões, deleções 
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ou translocações, contribuindo para o isolamento reprodutivo, e 
consequentemente, para o surgimento de uma nova espécie (RASKINA 
et al., 2008). Assim sendo, a caracterização de mais espécies dos gêneros 
Guadua e Chusquea é fundamental para o melhor entendimento do papel 
das variações cromossômicas estruturais nas relações evolutivas do grupo 
dos bambus lenhosos neotropicais. 
Nas três espécies analisadas, os sítios de DNAr 45S se encontraram 
colocalizados com bandas CMA+/DAPI-, sugerindo a riqueza em pares de 
base GC nesta família de genes ribossomais. Esta região CMA+/DAPI- 
associada ao DNAr 45S (ou região organizadora de nucléolos; NORs) é 
principal região heterocromática identificada através de bandeamento 
com CMA/DAPI (GUERRA, 2000). Em plantas, esta associação é 
bastante comum, como relatado em Crotalaria L. (Fabaceae; MONDIN 
et al., 2007), Helictotrichon Besser (Poaceae; WINTERFELD & RÖSER, 
2007), Aristolochia L. (Aristolochiaceae; BERJANO et al., 2009) e 
Amaranthus L. (Amaranthaceae; KOLANO et al., 2013). 
Nas espécies de Guadua, os pares de sítios de DNAr 5S observados 
ocorrem em cromossomos diferentes. Em G. chacoensis, ocorrem no par 
VI (Figura 2.1d), enquanto que em G. angustifolia ocorrem no par X 
(Figura 2.2d). Por serem morfologicamente bastante semelhantes, estas 
duas espécies são frequentemente confundidas (LONDOÑO & 
PETERSON, 1992). Portanto, a localização dos sítios de DNAr 5S pode 
ser uma característica citotaxonômica putativa para a distinção entre as 
duas espécies.  
Em Poaceae, os sítios de DNAr 45S apresentam distribuição 
preferencial na região terminal do braço curto dos cromossomos (ROA & 
GUERRA, 2012). Já os sítios de DNAr 5S, frequentemente localizados 
em cromossomos distintos dos sítios de DNAr 45S, ocorrem 
preferencialmente na região intersticial do braço curto (ROA & 
GUERRA, 2015). As espécies G. chacoensis e em G. angustifolia 
apresentam uma variação nestes padrões de distribuição, uma vez que os 
sítios de ambas as famílias de DNAr ocorrem no braço longo dos pares 
cromossômicos. 
Em Bambusoideae, são poucos os estudos relativos a 
caracterização do cariótipo e localização de DNAr, sendo estes os 
primeiros registros para espécies de bambus lenhosos neotropicais. Em 
Bambusa oldhamii (Munro), B. gibboides W.T. Lin e Melocanna 
baccifera (Roxb.) Kurz, espécies da linhagem paleotropical, foram 
observados três pares de sítios de DNAr 45S, enquanto que em Indosasa 
gigantea (T.H. Wen) T.H. Wen, Pleioblastus gramineus (Bean) Nakai, 
Phyllostachys vivax McClure e P. heterocycla (Carrière) S. Matsum, 
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espécies da linhagem temperada, foram observados dois sítios de DNAr 
45S (PENG et al., 2013; ZHOU et al., 2016).  
 
 
4.4.2 Paleopoliploides e Diploidização 
 
A poliploidia é atualmente reconhecida como uma das principais 
forças evolutivas em plantas, e em especial na evolução da família 
Poaceae (LEVY & FELDMANN, 2002; SOLTIS et al., 2014). Dentro do 
grupo dos bambus lenhosos, este é o estado citológico mais frequente 
(HILU, 2004), bem como é uma importante fonte de variabilidade 
genética tendo em vista o comportamento peculiar de floração do grupo 
(longos intervalos entre ciclos e geralmente monocárpicos; NIRMALA et 
al., 2014). 
Nas diferentes linhagens de bambus lenhosos, a poliploidia seria 
consequência de eventos independentes de alopoliploidização, onde cinco 
genomas parentais foram identificados. As espécies temperadas 
tetraploides seriam compostas por genomas do tipo A e B, as tropicais 
tetraploides por genomas C e D, e as hexaplóides (geralmente 
paleotropicais) por genomas C, D e E. No entanto, não foram 
identificadas espécies diploides atuais com genomas correspondentes aos 
envolvidos nos eventos de alopoliploidização (TRIPLETT et al., 2014).  
Como tendência geral, espera-se o padrão de aditividade dos 
genomas parentais num genoma de origem alopoliploide (SOLTIS & 
SOLTIS, 2009). Este padrão pode ser observado em alopoliploides 
recém-formados de Nicotiana (Solanaceae; CLARKSON et al., 2005), de 
Tragopogon (Asteraceae; PIRES et al., 2004; CHESTER et al., 2012), de 
Passiflora misera (Passifloraceae; de MELO & GUERRA, 2003), de 
Brassica (Brassicaceae; HASTEROK et al., 2006) e de Cucumis 
(Cucurbitaceae; ZHANG et al., 2016), entre outros.  
Nas espécies de bambu paleotropicais, o padrão de aditividade 
pode ser identificado, uma vez que três pares de sítios de DNAr 45S foram 
observados, confirmando a origem alohexaploide do grupo (ZHOU et al., 
2016). Tanto nas espécies temperadas, quanto nas neotropicais estudadas, 
o esperado seria a observação de, no mínimo, quatro bandas 
heterocromáticas e de quatro sítios de DNAr 45S e de 5S para confirmar 
a origem alotetraploide dos grupos. No entanto, Peng et al. (2013) e Zhou 
et al. (2016) observaram dois sítios de DNAr 45S em espécies 
temperadas, assim como o presente estudo, que observou duas bandas 




Assim como em números de bandas heterocromáticas, a redução 
no número de sítios de DNAr 5S e 45S, em relação ao esperado pela 
aditividade dos genomas parentais, é indicativo do estado diploidizado de 
genomas poliploides (PONTES et al., 2004; CLARKSON et al., 2005; 
WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2008; KOVARIK et al., 2008; 
BERJANO et al., 2009; WINTERFELD et al., 2009, 2012; 
KOTSERUBA et al., 2010; WÖLK et al., 2015; FIGUEREDO et al., 
2016). Diante da estimativa de origem durante o Mioceno dos bambus 
lenhosos neotropicais (RUIZ-SANCHEZ, 2011; WU et al., 2015; 
ZHANG et al., 2016) e da ausência de variações cariotípicas em relação 
a distribuição de bandas heterocromáticas e de sítios de DNAr, sugere-se, 
portanto, que as três espécies analisadas sejam paleopoliploides 
diploidizados.  
A diploidização é um processo contínuo na evolução de genomas 
alopoliploides, e que tem como objetivo estabilizar as consequências 
causadas pelo “choque genômico” decorrentes da combinação e 
duplicação dos genomas parentais (MA & GUSTAFSON, 2005). Este 
processo envolve ampla reorganização cromossômica, eliminação de 
DNA repetitivo, além do silenciamento ou alteração na função de genes 
duplicados, e consequentemente a redução do tamanho do genoma 
poliploide (LEITCH & LEITCH, 2008; DODSWORTH et al., 2016). O 
resultado é a formação de um genoma paleopoliploide com características 
genética e citológicas de um genótipo diploides, no que se diz respeito a 
função genica, segregação e pareamento cromossômico (WOLFE, 2001).  
Ainda que o presente trabalho aponte os primeiros indícios da 
condição diploidizada dos genomas de G. chacoensis, G. angustifolia e 
C. tenella, estudos complementares se fazem necessários para a 
confirmação desta característica. A identificação de espécies diploides 
que contenham os genomas parentais envolvidos na alopoliploidização é 
fundamental para a comparação entre cariótipos. Ainda, outras técnicas 
moleculares podem ser aplicadas para a identificação do estado 
diploidizado dos bambus lenhosos neotropicais, como a identificação do 
número e do comportamento de genes duplicados (AKHUNOVA et al., 









4.4.3 Tamanho do genoma 
 
Estes são os primeiros registros para a estimativa do tamanho do 
genoma de G. chacoensis e C. tenella, e o primeiro para o gênero 
Chusquea. A primeira (e única) estimativa do tamanho do genoma de uma 
espécie de bambu neotropical foi para G. angustifolia, onde Gielis et al. 
(1997) estimaram o tamanho do genoma desta espécie em 3,03 pg 
DNA/2C. Porém, os autores utilizaram glóbulos vermelhos de galinha 
como padrão interno de referência, o que não é considerado adequando 
para a estimativa do tamanho do genoma de espécies vegetais 
(GREILHUBER et al., 2007), podendo ser a causa da variação com o 
valor observado no presente estudo. 
Assim como o número cromossômico e nível de ploidia, o tamanho 
do genoma de espécies da família Poaceae é altamente variável. O menor 
genoma conhecido para a família é da espécie diploide Oropetium 
thomaeum (0,5 pg DNA/2C), enquanto que o maior é do híbrido 
octaploide Triticale (51,96 pg DNA/2C). As espécies de bambus 
neotropicais estudadas se enquadram no valor médio estimado para a 
família (10,9 ± 8,24 pg DNA/2C; BENNETT & LEITCH, 2012), e na 
categoria de espécies de Angiospermas com genoma de tamanho pequeno 
(de 2,8 a 7,0 pg DNA/2C; LEITCH et al., 1998).  
Embora os genomas de espécies de gramíneas sejam amplamente 
estudados, poucos são os estudos sobre o tamanho do genoma de espécies 
da subfamília Bambusoideae. Em geral, a variação observada no tamanho 
do genoma de bambus é de 1,67 pg DNA/2C (Bambusa affinis) a 5,61 pg 
DNA/2C (Pseudosasa japonica; ZHOU et al., 2016), baseando-se 
especialmente em espécies de linhagens paleotropicais e temperadas 
(GIELIS et al. 1997, GUI et al., 2007; KUMAR et al., 2011; JIA et al., 
2016; ZHOU et al.; 2016).    
A variação no tamanho do genoma em Angiospermas pode estar 
relacionada ao número cromossômico e ao nível de ploidia 
(BENNETZEN et al., 2005; SOLTIS et al., 2009). Porém, esta relação 
não pode ser observada tanto em espécies de bambu cujo tamanho do 
genoma tenha sido estimado em estudos anteriores (JIA et al., 2016; 
ZHOU et al., 2016), quanto nas espécies neotropicais analisadas no 
presente estudo. Ambas com 2n=46 cromossomos, G. angustifolia e G. 
chacoensis apresentaram genoma de menor tamanho em relação à C. 
tenella, com 2n=44 cromossomos (Tabela 2.1). 
Assim como em Angiospermas em geral, considera-se que a 
variação no tamanho do genoma em gramíneas seja atribuída ao conteúdo 
e amplificação de DNA repetitivo, principalmente elementos 
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transponíveis (ET; GAUT, 2002; DEVOS, 2010; MACAS et al., 2015). 
Em milho (Zea mays), estima-se que cerca de 85% do genoma seja 
composto por ET, especialmente retrotransposons com repetições 
terminais longas (LTR; SCHNABLE et al., 2009). Porém, no genoma 
muito menor do arroz (Oryza sativa), a porção de retrotransposons LTR 
no genoma é de cerca de 22% (MA et al., 2004).   
Deste modo, espera-se que a porcentagem de diversas famílias de 
ET seja importante em genomas de espécies de bambu (ZHOU et al., 
2011). Peng et al. (2013) realizaram o primeiro e único sequenciamento 
amplo de uma espécie de bambu (Phyllostachys heterocycla), e 
observaram que 59% do genoma desta espécie é composto por ET, dos 
quais 36,6% consiste em retrotransposons LTR. 
O conhecimento da fração de elementos repetitivos no genoma, 
bem como a natureza destes, é considerado um fator importante para a 
confirmação da condição diploidizada de espécies paleopoliploides. Um 
dos mecanismos reconhecidos no processo de diploidização é a 
eliminação de sequências de DNA repetitivo, o que reduz, assim, o 
tamanho do genoma em relação ao padrão de aditividade esperado dos 
genomas parentais (SOLTIS et al., 2015). Ainda, uma das principais 
técnicas empregadas no reconhecimento de genomas parentais em 
alopoliploides é a GISH (hibridização genômica in situ), que identifica 
principalmente sequências repetitivas no genoma, e cuja resolução pode 
ser comprometida quando aplicada a espécies diploidizadas 



















4.5 Conclusões  
 
Os números cromossômicos observados para ambas as espécies de 
Guadua confirmam os registros anteriores, enquanto que este é o primeiro 
registro para Chusquea tenella. Os cariótipos das três espécies se 
apresentaram simétricos e estáveis. Somente duas bandas 
heterocromáticas, dois sítios de DNAr 45S e dois de DNAr 5S foram 
observados, o que caracteriza os cariótipos como paleopoliploides 
diploidizados. 
As três espécies apresentaram genoma de tamanho pequeno, sendo 
esta a primeira estimativa para G. chacoensis e para o gênero Chusquea. 
O tamanho do genoma estimado para G. angustifolia não corrobora com 
estimativas anteriores, possivelmente devido ao uso de diferentes padrões 
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